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RESUMO

Devido a disseminacdo de linhagens multirresistentes e limitacbes dos farmacos
disponiveis no mercado para o tratamento de doencas infecciosas, estudos que visam a
busca por moléculas que possam servir para o desenvolvimento de novas drogas sdo
imprescindiveis. Plantas do género Aniba s&o relatadas produzir metabolitos secundarios
de classes quimicas conhecidas por suas bioatividades. O objetivo do presente trabalho
foi realizar estudo fitoquimico de extratos etandlicos bioativos de A. panurensis, A.
parviflora e A. ferrea, para o isolamento de substancias bioativas. Os extratos etanélicos
e fases de parti¢do liquido-liquido foram testados contra 23 bactérias gram-negativas, 9
bactérias gram-positivas e contra o parasita Plasmodium falciparum (linhagem FRC3).
As substancias isoladas foram testadas quanto a sua atividade antibacteriana, antifingica,
anti-Plasmodium, antichagasica e anti-Leishmania. Os extratos etanolicos e fases Hex e
CHCI; de folhas e galhos de A. panurensis exibiram boa atividade frente as bactérias
Bacillus subtilis, Staphylococcus simulans, Staph. aureus, Staph. aureus resistente a
meticilina (MRSA) e Streptococcus mutans (7,8 < CIM < 250 pg/mL). As fases de
particdo bioativas foram submetidas a ensaios de bioautografia e a fase CHCIs de galhos
de A. panurensis foi selecionada para o fracionamento quimico bioguiado pela mesma
técnica. A cromatografia em coluna Flash foi utilizada para o isolamento das substancias,
que foram identificadas por métodos espectrométricos e espectroscopicos como: 5,6
dehidrokawaina (substancia 1); 4-metoxi-11,12-metilenodioxido-6-trans-estiril-pirano-2-
ona (substancia 2); 6,6'-(2,4-Bis(3,4-dimetoxifenil)ciclobutano-1,3-diil)bis(4-metoxi-
2H-piran-2-ona) (substancia 3); e 2-Acido Furanacético, 4-dodeciltetrahidro-5-oxo-,
(substancia 4). Apenas a substancia 4 exibiu atividade antibacteriana, com CIM de 7,8
pug/mL para as linhagens estafilocdcicas, 125 pg/mL para B. subtilis e 31,25 pg/mL para
Strep. mutans. O teste de curva de morte mostrou comportamento bactericida da
substancia 4 na concentracdo 4,0 x CIM frente a Staph. aureus e MRSA, em 12 horas e 9
horas, respectivamente. Frente a Strep. mutans, a substancia 4 foi bactericida na sua CIM
correspondente no periodo de 6 horas. Os modos de a¢do antibacterianos da substancia 4
foram avaliados através de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Transmissao
(MET), onde foi possivel observar separacdo do citoplasma da parede celular de Staph.
aureus, interferéncia na sintese da parede celular de MRSA, e varias alteragdes em Strep.
mutans, como separacdo parcial da parede celular e citoplasma, desintegracdo da parede
celular, extravasamento de conteddo citoplasméatico e perda de material celular
eletrodenso. As substancias 1 e 4 exibiram boa atividade antifingica contra Trichophyton
rubrum, com CIM de 62,5 e 7,8 ug/mL, respectivamente, € moderada a fraca atividade
contra C. albicans (125 e 500 pg/mL, respectivamente). A substancia 1 exibiu o melhor
resultado contra a linhagem de P. falciparum (Clso 14 puM). A substéncia 4 ainda exibiu
baixo potencial contra as formas epimastigotas (Clso 92 puM) e tripomastigotas (Clso 64
uM) de T. cruzi. No teste de citotoxicidade das substancias frente a células VERO, apenas
a substancia 4 provocou morte celular nas concentracdes testadas, com CCso de 148
pg/mL. Os resultados obtidos contribuem para o conhecimento farmacoldgico da planta
amazonica A. panurensis, e fornece possiveis modelos estruturais para o desenvolvimento
de novos farmacos antimicrobianos.

Palavras-chave: Bioautografia, Bactérias, Microscopia eletronica, Estirilpironas, Acido
furanacetico.
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ABSTRACT

Due to the spread of multiresistant strains and limitations of commercially available drugs
for the treatment of infectious diseases, studies aimed at finding molecules that can serve
for the development of new drugs are essential. Plants of the genus Aniba are related to
the production of secondary metabolites of chemical classes known for their bioactivities.
The aim of the present study was to perform a phytochemical study of bioactive ethanolic
extracts of A. panurensis, A. parviflora and A. ferrea, for the isolation of bioactive
compounds. Ethanolic extracts and phases of liquid-liquid partition were tested against
23 gram-negative bacteria, 9 gram-positive bacteria and the parasite Plasmodium
falciparum (FRC3 strain). The isolated compounds were tested for their antibacterial,
antifungal, anti-Plasmodium, antichagasic and anti-Leishmania activity. The ethanolic
extracts and Hex and CHCIz phases of A. panurensis leaves and branches had good
activity against Bacillus subtilis, Staphylococcus simulans, Staph. aureus, methicillin-
resistant Staph. aureus (MRSA) and Streptococcus mutans (7.8 < MIC < 250 pg / mL).
The bioactive phases were submitted to bioautography assays and the CHCIs phase of A.
panurensis branches was selected for the bioguided chemical fractionation by the same
technique. Flash column chromatography was used for the isolation of compounds which
were identified by spectrometric and spectroscopic methods as: 5,6 dehydrokawaina
(compound 1); 4-methoxy-11,12-methylenedioxy-6-trans-styryl-pyran-2-one (compound
2); 6.6 - (2,4-Bis (3,4-dimethoxyphenyl) cyclobutane-1,3-diyl) bis (4-methoxy-2H-
pyran-2-one) (compound 3); and 2- Furanacetic acid, 4-dodecyltetrahydro-5-oxo-,
(compound 4). Only compound 4 exhibited antibacterial activity, with MICs values of
7.8 ug / mL for Staphylococcal strains, 125 pg / mL for B. subtilis and 31.25 pg / mL for
Strep. mutans. Time-kill curve showed bactericidal behavior of compound 4 at 4-fold of
their respective MIC against Staph. aureus and MRSA at 12 hours and 9 hours,
respectively. Against Strep. mutans, compound 4 was bactericidal at its corresponding
MIC within 6 hours. The antibacterial modes of action of substance 4 were taken by
Scanning (SEM) and Transmission (TEM) Electron Microscopy, in which it was possible
to observe the separation of the cytoplasm from the cell wall of Staph. aureus,
interference with MRSA cell wall synthesis, and several changes in Strep. mutans cells,
such as partial separation of cell wall and cytoplasm, cell wall disintegration,
extravasation of cytoplasmic content and loss of electrodense cell material. Compounds
1 and 4 exhibited good antifungal activity against Trichophyton rubrum, with MICs
values of 62.5 and 7.8 pug / mL, respectively, and moderate and poor activity against C.
albicans (125 and 500 pg/mL, respectively). Compound 1 exhibited the best result against
P. falciparum strain (1Cso 14 pM). Compound 4 further exhibited low potential against T.
cruzi epimastigote (ICsp 92 uM) and trypomastigote (ICso 64 uM). In cytotoxicity test
against VERO cells, only compound 4 caused cell death at the concentrations tested, with
CCso value of 148 pg / mL. These results contribute to the pharmacological knowledge
of the Amazonian plant A. panurensis and provide possible structural models for the
development of new antimicrobial drugs.

Keywords: Bioautography, Bacteria, Electron microscopy, Styrylpyrones, Furanacetic
acid.
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1 INTRODUCAO

Doencas infecciosas sdo doencas causadas por micro-organismos como bactérias,
virus, fungos e parasitas, 0s quais invadem o organismo do hospedeiro e se multiplicam,
e tém causado milhGes de mortes no mundo, especialmente nos paises em
desenvolvimento (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010; FURUSE, 2019). Muitos
destes paises continuam a confrontar problemas de salde tais como a diarreia, a
pneumonia e a malaria, que tem maior probabilidade de matar criancas com menos de
cinco anos de idade (WHO, 2015).

Um grande desafio em controlar doencas infecciosas € o aumento da incidéncia
de resisténcia a drogas dos micro-organismos. O desenvolvimento de farmacos eficientes
no combate destas enfermidades revolucionou o tratamento médico nas ultimas décadas,
ocasionando a reducdo drastica da mortalidade. Porém, o uso disseminado e inadequado
de antimicrobianos fez com que alguns patégenos, principalmente bactérias, também
desenvolvessem defesas relativas aos quimioterapicos, com o consequente aparecimento
de resisténcia (ZHENG; SUN; SIMEONOV, 2018; WHO, 2014).

A resisténcia aos antimicrobianos € uma das maiores ameacas globais a satude
publica, pois infeccdes comuns que eram até entdo trataveis estdo levando ao Obito
(WHO, 2014). Infecgdes causadas por micro-organismos multirresistentes séo de dificil
tratamento devido a limitacdo das opgdes de antimicrobianos disponiveis, e resultam em
maiores periodos de internacdo hospitalar, aumento das taxas de mortalidade e elevacao
dos custos de assisténcia a saude (LAMMIE; HUGHES, 2016; WHO, 2014). Além de
acometer bactérias e fungos, o fendmeno de resisténcia também tem se espalhado entre
as doencas parasitarias, as quais causam milhdes de mortes, especialmente na Africa,
América Latina e Asia. Este problema se torna ainda mais preocupante pelo fato de que
entre as dez principais doencas tropicais negligenciadas globalmente importantes, sete
sdo parasitarias, incluindo tripanossomiases, leishmanioses e maléria, sendo esta ultima,
a doenca parasitaria que mais mata no mundo (HOTEZ et al., 2014). Somado a isso,
algumas dessas enfermidades ainda nao possuem agentes terapéuticos eficazes (ZHENG;
SUN; SIMEONOV, 2018) com limitagbes como, dificuldade de administracdo e
toxicidade (ANTOSZCZAK; STEVERDING; HUCZYNSKI, 2019).

Nesse contexto, hd a necessidade urgente de novas fontes alternativas de
substancias antimicrobianas para o combate destas doengas. A natureza, com suas

numerosas plantas, micro-organismos e organismos, contém uma quantidade
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surpreendente de moléculas com grande variedade de estruturas quimicas e propriedades
farmacologicas. E desta forma, os produtos naturais, pelo seu historico na medicina
tradicional e industria farmacéutica, continuam a ser a maior fonte de esperanca para a
descoberta de moléculas para o desenvolvimento de novas drogas (BUTLER, 2004;
HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015).

O interesse no potencial farmacoldgico da familia botanica Lauraceae é devido ao
uso de suas espécies na medicina tradicional (MARQUES, 2001), além do que, diversos
trabalhos ja demonstraram que a mesma produz diferentes metabolitos secundarios com
importantes atividades farmacoldgicas, tais como, efeitos citotoxicos, fungicidas,
antibacterianos e antiparasitarios. Devido ao potencial biotecnoldgico apresentado por
esta familia, ela se torna um étimo objeto para a pesquisa de substancias com finalidade
farmacéutica, inclusive como fonte de antimicrobianos.

Aniba é um género dessa familia que, apesar de relativamente pouco estudado
com relacdo as suas atividades antimicrobianas, ja demonstrou ser produtor de moléculas
com propriedades antibacterianas e antiparasitarias (CATAO et al., 2005; CATAO et al.,
2010; CUSTODIO, 2013; SOUZA, 2014; BASTOS, 2015; FERNANDES, 2017), entre
outras atividades bioldgicas.

Bastos (2015) realizou um estudo com extratos de vinte e cinco espécies de plantas
amazonicas, a fim de investigar suas propriedades antimicrobianas. De extratos e fraces
de A. panurensis, A. parviflora e A. ferrea foram obtidos os melhores resultados frente a
bactérias patogénicas, apresentando as menores concentragcfes inibitérias minimas, e,
conseguentemente, se tornaram as mais promissoras para a continuidade dos estudos.

Pelo exposto, esse estudo teve como proposta realizar um estudo fitoquimico de
extratos bioativos de A. panurensis, A. parviflora e A. ferrea, avaliando a acéo
antimicrobiana de substancias isoladas, com o isolamento das substancias sendo
direcionado por ensaios de bioautografia. Além de bactérias, a bioatividade destas
substancias também foi avaliada contra fungos dermatéfitos e a levedura Candida
albicans, e frente aos protozoarios Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi e
Leishmania amazonensis. Desta forma, o trabalho contribui para o conhecimento
farmacoldgico de uma planta amazonica, identificando nessa biodiversidade, moléculas

que possam ser utilizadas no desenvolvimento de novos farmacos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 InfeccBes bacterianas: antibidticos e multirresisténcia

Doencas infecciosas tém sido uma das principais causas de mortalidade ao longo
da histdria. Dentre as doencas infecciosas, as infec¢fes bacterianas sdo responsaveis por
diversas enfermidades disseminadas e combatidas no mundo inteiro, como diarreia,
tuberculose, sifilis, meningite bacteriana, infec¢Bes do trato urinario, pneumonia, lepra,
gonorreia, entre outros (TORTORA, 2017). Com a introducéo dos antibioticos, no século
20, este problema tendeu a desaparecer, porém o surgimento de cepas multirresistentes
com o passar dos anos contrariou os avancos alcancados (FAZLUL et al., 2019).

Antibioticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o crescimento
ou causar a morte de micro-organismos por interacdes especificas com alvos bacterianos
(DAVIES; DAVIES, 2010). Podem ser classificados como bactericidas, quando causam
a morte das bactérias, ou bacteriostaticos, quando promovem a inibi¢do do crescimento e
reproducdo microbiana (TAVARES, 2014).

Os antibidticos mais relevantes utilizados atualmente tem mecanismos de acédo
particulares que afetam basicamente cinco processos metabolicos importantes da
bactéria: a sintese da parede celular, a replicagdo do DNA e transcricdo para RNA, a
sintese de acido folico, a sintese de proteinas, e o rompimento da membrana
citoplasmatica (WALSH; TIMOTHY, 2013). Estes podem ser observados na Figura 01.
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Figura 01: Mecanismo de ac&o dos antibioticos.
Fonte:http://www.anvisa.gov.br

Antibidticos que atuam na inibicdo da sintese da parede celular basicamente
interferem na sintese do peptideoglicano. Os [-lactdmicos inibem proteinas necessarias
para a formacéo do peptideoglicano, as proteinas ligadoras de penicilina (PBPs, do inglés
Penicillin-Binding Proteins) (ANDRADE; DARINI, 2017). Um exemplo é a a¢do dessa
classe sobre a enzima transpeptidase, que realiza as ligacOes cruzadas entre as cadeias
peptidicas que formam o peptideoglicano da parede celular (DUARTE et al., 2019). Ja
glicopeptideos, podem interferir em reacGes necessarias para a sintese da parede celular,
como a vancomicina, que se liga a porcdo terminal D-Ala-D-Ala de um pentapeptideo
encontrado em precursores do peptideoglicano, evitando o processo de transpeptidacédo
(KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017).

Antibidticos também podem atuar na inibicdo da sintese de acidos nucléicos,
como os nitroimidazolicos, que através do seu grupo nitro induzem processos metabolicos
que resultam na inativacdo do DNA (ANVISA, 2007), e como as quinolonas, que inibem
as enzimas girase e topoisomerase 1V, que atuam no processo de replicacdo do DNA
(KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017). No tratamento da tuberculose, a
rifampicina inibe a enzima RNA polimerase da micobactéria, impedindo a sintese do
RNA mensageiro e proteinas (LAVANIA et al., 2018). H4 também os antibidticos que
interferem na sintese de DNA e RNA atuando no metabolismo celular, como é o caso das
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sulfonamidas e trimetoprim, que inibem, em diferentes etapas, a sintese do acido félico,
que ¢ cofator necessario para a sintese desses acidos nucléicos (DIAS et al., 2018).

Antibidticos também podem afetar diretamente a sintese de proteinas, como as
tetraciclinas, aminoglicosideos e macrolideos, atuando nos ribossomos bacterianos,
organelas responsaveis pela sintese protéica. As drogas ligam-se as subunidades
formadoras do ribossomo, 30s e 50s, de forma a impedir a sintese dessas macromoléculas
necessarias para o metabolismo celular (DUARTE et al., 2019).

Dentre os antibi6ticos que agem na membrana celular, temos as polimixinas, que
atuam sequestrando o célcio e 0 magnésio presentes na membrana externa de bactérias
gram negativas, 0S quais S80 necessarios para sua estabilidade. 1sso provoca a
desorganizacdo da membrana celular, altera sua permeabilidade e provoca vazamento de
contetdo intracelular (TREVIZOL; MARTINS; QUEIROZ-FERNENDES, 2018).
Porém, os efeitos adversos das polimixinas podem ser graves e incluem neurotoxicidade
e nefrotoxicidade, o que torna o seu uso clinico limitado (DUARTE et al., 2019). A
Daptomicina, que é um lipopeptideo ciclico, atua sobre membranas de bactérias Gram
positivas. Ela se insere nas membranas das bactérias, levando a rapida despolarizacéo da
membrana, provocando extravasamento do contetdo citoplasméatico e morte da célula
bacteriana (SEYDLOVA et al., 2019).

Nas ultimas décadas, a disseminacdo da resisténcia bacteriana aos antibidticos
disponiveis tornou-se questdo de saude publica, pois limita as op¢Oes terapéuticas
existentes e se constitui ameaga crescente no tratamento de micro-organismos
multirresistentes. 1sso se deve principalmente ao uso indiscriminado de antibi6ticos, o
gue causa uma pressdo seletiva (BUITRAGO et al., 2014). O primeiro caso de resisténcia
bacteriana relatado ocorreu ainda na década de 40, com os primeiros registros de
Staphylococcus aureus resitente a penicilina em ambiente hospitalar. Na década de 1960
surgiu o primeiro caso de resisténcia as penicilinas B-lactamicas, como a meticilina,
reconhecendo-se no final da década de 1970 a ocorréncia mundial das cepas de Staph.
aureus resistente a meticilina (MRSA). Em 2002, foi descrito nos Estados Unidos o
primeiro caso de Staph. aureus resistente a vancomicina (MIMICA, 2012).

A resisténcia prolifera-se rapidamente através de transferéncia genética, atingindo
algumas das principais bactérias gram positivas, como enterococos, estafilococos e
estreptococos (ACOSTA; VARGAS, 2018; SILVA; AQUINO, 2018). Além destas,

muitas outras bactérias desenvolveram resisténcia aos antibidticos como diversas
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bactérias gram negativas, Mycobacterium tuberculosis e Neisseria gonorrhoeae (SILVA;
AQUINO, 2018).

Segundo Madigan et al. (2016), a resisténcia as drogas antimicrobianas é definida
como a capacidade adquirida por um organismo de resistir a um agente quimioterapico
ao qual este é normalmente sensivel. Especialistas definiram que micro-organismos
multirresistentes sdo definidos como aqueles resistentes a pelo menos um agente
antimicrobiano de trés classes distintas, e ja cepas pan resistentes sdo aquelas ndo
susceptiveis a todos os antimicrobianos em todas as classes (MAGIORAKOS et al.,
2012).

A resisténcia de dado micro-organismo a determinada droga pode ser classificada
inicialmente como intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca é aquela que faz parte
das caracteristicas naturais, fenotipicas do micro-organismo, transmitida apenas
verticalmente & prole, faz parte da heranga genética. J a resisténcia adquirida ocorre em
microrganismos que desenvolveram mutagdes ap0s a exposicdo ao farmaco e
posteriormente houve a selecdo, sobrevivéncia e proliferacdo daqueles mutantes
resistentes (VIEIRA; SANTOS, 2017). Este tipo de resisténcia € o mais importante
devido a crescente participacdo de micro-organismos com resisténcia adquirida na génese
de quadros clinicos infecciosos. A resisténcia adquirida tem origem genética e decorre de
modifica¢Bes na estrutura ou no funcionamento da célula bacteriana que bloqueiam a acéo
dos antimicrobianos. A composicao genética do micro-organismo é alterada através de
mutagdes no DNA cromossémico ou por aquisicdo de um DNA exdgeno, podendo
acarretar caracteristicas vantajosas para a bactéria (MUNITA; ARIAS, 2016). A
transferéncia de genes nesta forma de resisténcia pode ocorrer por conjugacéo, transducao
ou transformacao (SILVA; KNOBL; MORENO, 2013).

A capacidade do micro-organismo sobreviver a exposi¢do de um antibi6tico é
devida a diversos mecanismos, sendo quatro os principais mecanismos de resisténcia
bacteriana: bombas de efluxo (aumento na eliminacdo do antibacteriano), diminuicéo da
permeabilidade da membrana, modificacdo no alvo de ac¢do do antibidtico e a degradacéo
do mesmo (producéo de enzimas inativadoras) (BARIE, 2012), como ilustrado na Figura
02.
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Figura 02: Mecanismos de resisténcia bacterianos.
Fonte: http://www.anvisa.gov.br/

O efluxo de antibidticos por bactérias gram negativas e gram positivas tem um
papel importante entre os mecanismos de resisténcia. E amplamente reconhecido que a
expressao de bombas de efluxo codificadas por genes em bactérias é, em grande parte, a
principal responsavel pelo fenémeno de resisténcia intrinseca aos antibidticos, também
podendo contribuir para a resisténcia adquirida (WU et al., 2011). Este mecanismo de
resisténcia se expressa, principalmente, pela producdo de complexos de proteinas que
atravessam toda a parede celular bacteriana, incluindo a membrana citoplasmatica (GOH
et al., 2002), e que, ativamente, promovem o efluxo dos antimicrobianos do interior da
célula, prevenindo acumulagdo intracelular necessaria para letalidade (MUNITA,;
ARIAS, 2016).

A modificagdo na permeabilidade das membranas bacterianas também é outra
forma de resisténcia e o exemplo mais conhecido é a perda de porinas pelas bactérias. As
porinas sdo canais de proteinas hidrofilicas embutidas na membrana externa apenas de
bactérias gram negativas, permitindo a entrada de muitos antimicrobianos de mesma
natureza (MUNITA; ARIAS, 2016). Assim, quando estas porinas perdem suas funcdes
ou ocorrem mutacBes nos genes codificadores de porinas que resultam na perda destas,
ocorre uma diminuicdo na permeabilidade da membrana, resultando em resisténcia, pois
evita a entrada de muitos antibidticos (BELLO; DINGLE, 2018).

A modificacdo do sitio de acdo do antimicrobiano parece ser o mais especifico
dos mecanismos de resisténcia. Ocorre a aquisi¢cdo de genes que codificam novos
produtos, e pode ocorrer por algumas maneiras como por mutacfes pontuais nos genes
que codificam o alvo, alteracdes enzimaticas do local de ligacdo, substituicdo ou desvio

do alvo e o desenvolvimento de uma via metabdlica alternativa (MUNITA; ARIAS, 2016;

21


http://www.anvisa.gov.br/

ZHANG; ZHANG; FANG, 2009). Um exemplo séo as mutagcdes que ocorrem em genes
que codificam para PBPs em bactérias do género Staphylococcus. Estas proteinas estdo
envolvidas na sintese da parede celular bacteriana. Na presenca de penicilina, ocorre a
interferéncia na sintese do peptideoglicano, levando a um grande afluxo de agua do meio
intracelular para 0 meio externo, lisando a célula bacteriana. Algumas mutacdes em genes
fazem com que ocorra a producao de um proteina ligadora de penicilina adicional (PBP2a
ou PBP2"), uma proteina ligante de penicilina com baixa afinidade a B-lactdmicos, e que
atua como transpeptidase, retomando as fungdes da sintese de parede celular quando as
outras PBPs estdo inibidas, garantindo a integridade da célula bacteriana na presenca de
agentes beta-lactamicos (MUNITA; ARIAS, 2016). A modificacdo das proteinas
ligadoras de penicilina também ¢ o principal modo de resisténcia a penicilina em outras
bactérias, como as do género Streptococcus (TONG; ROSMARIN; SEFTON, 2019).

Um dos principais mecanismos de resisténcia antimicrobiana esta relacionado a
degradacdo dos compostos por atividade enzimatica, sendo descrito como o principal
problema global em unidades de salde e nas comunidades. Essas enzimas podem
modificar ou destruir as estruturas quimicas dos antimicrobianos (SILVA; KNOBL;
MORENO, 2013). A classe mais importante dessas enzimas ¢é representada pelas -
lactamases que sdo enzimas especificas responséaveis pela inativagao hidrolitica do anel 3
-lactamico dos antibidticos penicilinicos e cefalosporinicos (ANDRADE; DARINI,
2017). Estas conferem resisténcia as penicilinas, cefens, monobactamicos, cefalosporinas
e carbapenémicos, considerados os principais antimicrobianos no tratamento de infeccoes
por bactérias gram negativas (BUSH, 2013). A enzima é secretada pelas cepas resistentes
no periplasma e destroem os antibioticos antes de se ligarem as proteinas de ligacédo a
penicilina (PBPs). A producdo de beta-lactamases pode, também, ser responsavel pela
resisténcia de bactérias gram positivas a drogas como penicilina e ampicilina (SANTOS;
DAMASCENO; SOUTO, 2019).

E importante salientar o aumento da incidéncia de casos de resisténcia
antimicrobiana em Gram positivos, tanto no ambiente hospitalar quanto na comunidade.
Apesar de as bactérias Gram-negativas terem dominado a aten¢do nos Gltimos anos, por
causa de suas caracteristicas complexas de resisténcia aos antimicrobianos, novos padrdes
de resisténcia em Gram-positivos tém ocorrido, principalmente em amostras clinicas
provenientes da comunidade, onde tem sido possivel identificar resisténcia, inclusive a
vancomicina e a oxacilina (SANTOS; DAMASCENO; SOUTO, 2019). E de extrema

relevéncia a descoberta de novos agentes antimicrobianos que possam fornecer
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mecanismos de acao alternativos, sendo a melhor forma para o combate de infecdes por

bactérias multirresistentes.

2.2 InfeccOes causadas por fungos e desafios no tratamento

As infecgdes fungicas possuem elevada prevaléncia mundial, especialmente em
paises tropicais e sdo particularmente graves em pacientes imunocomprometidos (DE
RYCKER et al., 2018). Dentre os diversos tipos de infec¢des flngicas existentes, neste
trabalho serdo abordadas as dermatofitoses e candidiase.

As micoses sdo infeccdes fungicas bastante disseminadas no mundo, sendo
principalmente causadas por fungos filamentosos queratinofilicos, denominados de
dermatdfitos, que utilizam a queratina como nutriente durante a infecgdo de pele, cabelos
e unhas e sdo representados pelos géneros Tricophyton, Epidermophyton e Microsporum
(YOUNGCHIM et al., 2011). Além disso, as espécies de dermatofitos sdo divididas em
zoofilicas, geofilicas e antropofilicas, dependendo de seu habitat primario (animais, solo
ou humanos, respectivamente) (PERES et al., 2010).

As micoses (tineas) cutaneas estdo entre as infecgdes mais comuns em humanos e
se tornaram um importante problema de salde publica, principalmente por causarem
infecgbes invasivas em pacientes imunodeprimidos (FARHOUR et al., 2018). T.
rubrumé o fungo mais frequente em casos clinicos de tinea pedis (pés), tinea
unguium (unhas), tinea corporis (corpo) e tinea cruris (virilhas) (PERES et al., 2010). As
onicomicoses, que acometem as unhas, atingem cerca de 10% da populacdo mundial
(AISHWARYA; GOEL; NIJHHAWAN, 2020) e podem afetar a qualidade de vida das
pessoas podendo ocasionar até a perda da capacidade funcional do membro afetado, além
das questdes estéticas (EMAM; EL-SALAM, 2016). Seus principais agentes etioldgicos
sdo fungos filamentosos dermatofitos e leveduras, entre os quais podemaos citar fungos do
género Tricophyton e Candida, sendo T. rubrum e T. mentagrophytes as espécies mais
frequentemente relacionadas aos casos e C. albicans o principal patégeno responsavel
pela onicomicose por Candida (EMAM; EL-SALAM, 2016; OTA, 2017). A anatomia
das unhas e a elevada espessura do tecido ungueal sdo consideradas um grande desafio
para o tratamento, uma vez que dificulta a permeacdo das drogas antifingicas de uso

topico causando reduzida efetividade, e somado ao uso inadequado pode resultar em
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recidivas e no desenvolvimento de resisténcia fungica (IOR1ZZ0O, 2015; ALIPOUR,;
MOZAFARI, 2015).

O tratamento das dermatofitoses geralmente envolve o uso de drogas pertencentes
as classes das alilaminas e dos azois, principalmente itraconazol e terbinafina
(MARTINEZ-ROSSI et al., 2018). O tratamento prolongado, a toxicidade e efeitos
colaterais causados por esses farmacos tambem sdo outros desafios nestas infeccbes
(EMAM; EL-SALAM, 2016; BIESBROECK; FLECKMAN, 2015).

Além de estar relacionada as onicomicoses, C. albicans é o principal patégeno
responsavel pelas candidiases (candidoses), infeccBes que acometem principalmente
imunocomprometidos, pacientes com cancer, pacientes que fazem uso excessivo de
antibioticos ou terapias imunossupressoras como no caso de transplantes (HANI et al.,
2015). O fungo C. albicans é uma levedura comensal, presente na cavidade bucal, no trato
gastrointestinal, trato respiratorio e na vagina da maioria dos individuos considerados
saudaveis. A candidose é a infeccdo causada pelo crescimento excessivo desses micro-
organismos, frequentemente relacionada ao comprometimento do sistema imunologico
do hospedeiro. Pode causar dois tipos principais de infeccbes em humanos: infeccoes
superficiais, como candidiase oral e vaginal, e infec¢des sistémicas, que podem levar a
morte (MAYER; WILSON; HUBE, 2013). E um fungo pleomoérfico, que pode assumir a
forma leveduriforme ou filamentosa. As duas formas participam do processo infeccioso,
onde a forma em levedura tem capacidade de disseminacdo enquanto a forma filamentosa,
com a formacdo de hifas, tem a capacidade de invadir tecidos escapando das células
fagocitarias do hospedeiro, sendo um importante fator de viruléncia. (DEORUKHKAR;
SAINI; MATHEW, 2014). Nas ultimas décadas, 0 aumento da incidéncia de resisténcia
aos antifungicos por C. albicans tem despertado a atencdo dos profissionais de salde e
consequentemente impulsionado pesquisas na busca de novos farmacos (OLIVEIRA et
al., 2016). E um dos principais patdgenos flngicos dos seres humanos, afetando milhdes
de pessoas e levando a ébito centenas de milhares em todo o mundo. Os azois (fluconazol,
cetoconazol e itraconazol) e polienos (nistatina e anfotericina B) sdo 0s principais
antifungicos utilizados para candidiases, e seu uso excessivo pode favorecer o
aparecimento de resisténcia (GAO et al., 2018).

Os antifungicos de uso comum apresentam um nudmero limitado de alvos
celulares, como o ergosterol, a sintese de acidos nucleicos e da parede celular e a
formacéo de microtibulos (KAVITHA et al., 2018), como pode ser observado na Figura
03.
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Figura 03: Mecanismo de acédo dos principais antifingicos utilizados.
Fonte: Adaptado de Oliveira Santos et al. (2018).
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Diversos mecanismos de resisténcia aos antifungicos ja foram identificados em

dermatdfitos e Candida spp. Dentre estes, os principais sdo modificacdo ou degradagédo

do farmaco, alteracGes na interacdo com o sitio-alvo, aumento do efluxo celular e

formacéo de biofilme. Linhagens de espécies fungicas resistentes estdo emergindo e se

espalhando globalmente, ameacando tornar os antifngicos existentes obsoletos (GAO et

al., 2018). A resisténcia antiflngica dificulta o tratamento, o que justifica a procura de

novas moléculas com potencial antifungico.

2.3 Malaria

A malaria é uma das infeccGes parasitarias mais importantes do mundo,

transmitidas, principalmente, por mosquitos fémeas infectadas do género Anopheles com

0 agente etioldgico. E causada por protozoarios do género Plasmodium (classe Sporozoa,

familia Plasmodiidae), sendo cinco espécies associadas a malaria humana: P. falciparum,

P. vivax, P. ovale, P. malariae e P. knowlesi, sendo P. falciparum a espécie responsavel
pela forma mais grave da doenca (FRANCA; SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008;



GOMES et al., 2011). A doenca também pode ser adquirida através de transfusao
sanguinea, compartilhamento de seringas, acidente de trabalho ou de forma congénita
(NEVES, 2012).

Os sintomas da doenca sdo calafrios seguidos de febre alta que duram de 3 a 4
horas, acompanhados de mal-estar, nduseas, cefaléias e dores articulares. Depois de um
ou dois dias 0 quadro volta a se repetir por semanas até que o paciente, ndo tratado, cure
espontaneamente ou chegue a 6bito devido a complicacGes renais, pulmonares e coma
cerebral. E a causa mais comum de morte prevenivel entre as doengas infecciosas em
viajantes, assim como a causa mais frequente de febre p6s viagem, devido ao fato de
turistas virem de regides livre de malaria e, por conta disso, apresentarem pouca ou
nenhuma imunidade (BAIRD; NELWAN; TAYLOR, 2019).

A ocorréncia de malaria no mundo pode ser observada na Figura 04. A maior
incidéncia da doenca ocorre no continente africano, especialmente ao sul do deserto do
Saara. No Brasil, incide predominantemente na Amazoénia Legal, que engloba os Estados
do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Pard, Rondonia, Roraima e
Tocantins, ocorrendo casos raros em outras regides do pais (CARLOS et al., 2019; CDC,
2017). Apenas P. falciparum, P. vivax e P. malariae estdo relacionados a malaria em
humanos no pais (CARLOS et al., 2019).

Locais com D Locais com incidéncia I:I Locais com incidéncia
incidéncia em todo o em algumas partes do ndo relatada
territério territério

Figura 04: Incidéncia de maléaria no mundo.
Fonte: https://www.cdc.gov

Cerca da metade da populacéo corre o risco de ser infectada com malaria, sendo
que 212 milhdes de casos de maléria foram notificados com 429 mil mortes no ano de
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2016 (WHO, 2017). E uma das cinco maiores causas de morbidade no mundo. Os grupos
considerados de alto risco para a maldria sdo criancas, mulheres gravidas e
imunocomprometidos. Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saide de 2012, em

areas endémicas uma crian¢a morria a cada minuto por causa da doenga (WHO, 2012).

2.3.1 Ciclo de vida do parasita Plasmodium spp.

O ciclo de vida do parasita da malaria envolve dois hospedeiros: 0 homem e
mosquitos fémeas do género Anopheles (Figura 05).

Durante uma hematofagia, um mosquito Anopheles feminino infectado inocula
esporozoitos no hospedeiro humano, permanecendo ali por cerca de 15 minutos antes de
alcancarem a corrente sanguinea. Estes infectam as células do figado, cerca de 30 minutos
apos a infeccdo, e amadurecem em esquizontes, que rompem e liberam os merozoitos.
Em P. vivax e P. ovale, um estagio adormecido dos parasitas, os hipnozoitos, pode
persistir no figado e causar recaidas ao invadir a corrente sanguinea semanas ou ateé
mesmo anos depois. Merozoitos infectam glébulos vermelhos e 14 realizam esquizogonia
e evoluem para trofozoitos. O ndcleo do trofozoito comeca a se dividir varias vezes, de
forma assexuada, o que resulta em uma forma multinucleada, o esquizonte. O esquizonte
rompe-se, liberando merozoitos que vao invadir outras hemacias, e podem repetir o
processo assexuado (esquizogonia eritrocitica), ou iniciar o ciclo sexuado. A repeticdo do
ciclo assexuado nas hemacias € denominado ciclo eritrocitico e se repete sucessivas vezes,
a cada 48h, nas infeccdes pelo P. falciparum, P. vivax, e P. ovale, e a cada 72h, nasi
Infeccdes pelo P. malariae. Os parasitas do estagio sanguineo sdao responsaveis pelas
manifestacdes clinicas da doenca (NEVES, 2012; CDC, 2017).

No ciclo eritrocitico, alguns parasitas se diferenciam em estagios sexuais
(gametocitos). Os  gametocitos, machos  (microgametdcitos) e  fémeas
(macrogametdcitos), sdo ingeridos por um mosquito anofelino durante a hematofagia. A
multiplicacdo dos parasitas no mosquito é conhecida como o ciclo esporogdnico. No
intestino médio do mosquito, 0s microgametas penetram 0s macrogametas gerando
zigotos. Os zigotos, por sua vez, tornam-se moveis e alongados, 0s oocinetos, 0s quais
atravessam a parede do estdbmago e se alojam na membrana basal diferenciando-se em
oocistos. Os oocistos crescem, se rompem e liberam esporozoitos, que se dirigem para as

glandulas salivares do mosquito. A inoculagdo dos esporozoitos em um novo hospedeiro
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humano perpetua o ciclo de vida da malaria (ROCHA; PEDROSO, 2009; NEVES, 2012,
CDC, 2017).
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Figura 05: Ciclo de vida do parasita Plasmodium falciparum.
Fonte: http://www.medicinageriatrica.com.br/2013/03/29/malaria-ciclo-do-plasmodium/

2.3.2 Tratamento da maléria e resisténcia de Plasmodium spp.

O tratamento da maléria deve visar atingir o parasita em estagios-chave do seu
ciclo bioldgico, tendo como alvos a interrup¢do da esquizogonia sanguinea, a destruicdo
das formas latentes de P. vivax, para impedir recaidas, evitando o desenvolvimento das
formas sexuadas do parasita, impedindo assim a transmissdo dos gametocitos para o
mosquito e a continuagdo do ciclo (BRASIL, 2014).

Dentre 0s esquizonticidas sanguineos disponiveis no mercado farmacéutico,
temos, amodiaquina, cloroquina, quinina, mefloquina, halofantrina, lumefantrina,
artemisinina e derivados, tetraciclina, proguanil, pirimetamina, sulfas e sulfonas. Ja os
agentes esquizonticidas teciduais ou hipnozoiticidas, sdo representados pela primaquina.
A primaquina também serve como quimioterapico gametocida. Recentemente, a
tafenoquina, um medicamento anti-hipnozoito de dose Unica foi aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA), Australian Therapeutic Goods Administration e na Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para o tratamento de malaria vivax
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(LLANOS-CUENTAS et al., 2019; SUSAM, 2019). E, por ultimo, os profilaticos causais
(cloroquina, mefloquina, proguanil, pirimetamina e doxiciclina) que evitam a invaséo dos
eritrocitos ao atuarem nos parasitas quando estes emergem do figado apds o estagio pré-
eritrocitario (TRACY; WEBSTER, 2005; CAPOTE, 2017).

O quinino, principal alcaloide da chinchona, foi o primeiro farmaco utilizado no
tratamento da malaria. A cloroquina foi um farmaco desenvolvido durante a segunda
guerra mundial e era utilizada para todos os tipos de plasmadios, até o surgimento da
resisténcia de cepas de P. falciparum a esta droga. Por conta disso, um derivado do
quinino, a mefloquina, foi desenvolvida para tratar estas cepas resistentes a cloroquina
(PEDRO, 2011). No entanto, a mefloquina possui meia vida prolongada, e propiciou
rapida selecdo de parasitos resistentes. Atualmente é recomendada somente em
combinagdo com outros compostos, sobretudo com derivados de artemisinina (WHO,
2013).

A artemisinina foi isolada de Artemisia annua L. na década de 70, e seus derivados
assumiram grande importancia no tratamento da malaria, utilizando terapias combinadas
que evitam resisténcia. Estas terapias combinadas com artemisinina (ACT) reduziram a
prevaléncia e a mortalidade da doenca (WHO, 2012), no entanto, cepas de P. falciparum
resistentes aos agentes tém se disseminado pelo mundo, desde seu surgimento no sudeste
de Asia e na América do Sul (SU et al., 2019). Além disso, os medicamentos necessarios
ndo sdo acessiveis para muitos que precisam deles e a dosagem é complexa, de modo que
as monoterapias ainda sdo amplamente utilizadas e isso também promove resisténcia
genética (DONDORRP et al., 2010; WHO, 2016), havendo entdo a necessidade de novas
alternativas terapéuticas.

Geralmente, os mecanismos que conferem resisténcia ao parasita sdo através de
mutagdes que modificam os alvos onde atuam as drogas ou os transportadores envolvidos
na distribuicdo da droga no parasito dentro do eritrécito (ROSS; FIDOCK, 2019). A
interacdo dos padrdes de uso dos medicamentos, caracteristicas intrinsecas do farmaco,
fatores relacionados ao hospedeiro e fatores ambientais do inseto vetor também podem
contribuir para a expanséo da resisténcia ( WONGSRICHANALAI et al., 2002).

Além de pesquisas que envolvam investigacdo de produtos naturais com atividade
antimalarica, outros fatores podem contribuir para o desenvolvimento de novas drogas
contra a doenca, como: a elucidacdo do genoma de espécies de Plasmodium, a analise da

interacdo parasita-hospedeiro, identificagdo de alvos para vacina, analises de
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transcriptoma, metaboldmica e protedmica e novas compreensdes dos estagios do
desenvolvimento do parasita (NGO; OKOGUN; FOLK, 2013).

2.4 Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca infecciosa causada por protozoarios do género
Leishmania, familia Trypanosomatidae, e transmitida através da picada de insetos
dipteros fémeas infectadas dos géneros Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no
Novo Mundo (HAILU et al., 2016). Cerca de 20 espécies do género Leishmania podem
ser transmitidas por 30 espécies de flebotomineos (WHO, 2019). As principais formas
clinicas da doenca sdo cutanea (cutanea, mucocutanea e cutanea difusa) e visceral (calazar
e pos-calazar) (COSTA et al., 2009; REDDY, 2019). As espécies de Leishmania que
causam Leishmaniose na América Latina estdo divididas em dois grupos: o grupo que
compreende o subgénero Viannia, constituido pelas espécies L. brasilienses, L.
panamensis e L. guyanensis, responsaveis pelas infeccdes cutaneas. O outro grupo é
formado pelo subgénero Leishmania, constituido pelas espécies L. amazonensis e L.
mexicana, responsaveis pelas lesdes cutaneas difusas. As especies responsaveis pela
forma visceral sdo L. infantum, L. donovani e L. chagasi (LOPES et al., 2016).

Esta enfermidade ocorre em 98 paises, a maioria deles paises em desenvolvimento
de regides tropicais e temperadas, com mais de 350 milhdes de pessoas estando em areas
de risco. Dois milhdes de casos ocorrem anualmente, dos quais 1-1,5 milhdo séo
relacionados a leishmanione cuténea e cerca de 500.000 casos sdo de leishmaniose
visceral (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; REDDY, 2019). A leishmaniose cutanea
é endémica em mais de 70 paises em todo o mundo, e 90% dos casos ocorrem no
Afeganistdo, Argélia, Brasil, Paquistdo, Peru, Arabia Saudita e Siria. A forma visceral
ocorre em 65 paises; 90% dos casos ocorre em areas agricolas e entre os sublrbios pobres
de cinco paises: Bangladesh, india, Nepal, Suddo e Brasil (TIUMAN et al., 2011).

Leishmaniose cuténea, a forma mais comum, possui um espectro de manifestagdes
clinicas que vai desde pequenos nddulos cutaneos até a destruicdo macroscépica residual
(REITHINGER et al., 2007). A leishmaniose visceral € a forma mais grave, na qual 0s
parasitas migram para Orgdos vitais causando a debilitagdo do paciente. Alguns dos
sintomas sdo febre prolongada, esplenomegalia, hipergamaglobulinemia e pancitopenia.
Os pacientes adoecem gradualmente por alguns meses e quase sempre morrem na
auséncia de tratamento (LEMOS; SOUSA; SILVA, 2019).
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2.4.1 Ciclo de vida de Leishmania spp.

Os parasitas do género Leishmania tem ciclo de vida heteroxénico, alternando
entre as formas promastigotas, que sdo adaptadas ao ambiente extracelular, e amastigotas,
adaptadas ao ambiente intracelular (Figura 06).

No hospedeiro invertebrado, a infec¢do do vetor ocorre quando as fémeas, durante
0 repasto sanguineo, ingerem macrofagos parasitados com formas amastigotas de
Leishmania. No trato digestivo anterior do inseto ocorre o rompimento dos macrofagos,
liberando as amastigotas. No intestino do inseto, as amastigotas se transformam em
promastigotas prociclicas, que se reproduzem sucessivamente por fissdo binaria. Estas
formas migram para a porcao anterior do tubo digestivo, colonizando o eséfago e a faringe
do vetor, enquanto se diferenciam nas formas infectantes, as promastigotas metaciclicas,
através de metaciclogénese. As formas promastigotas metaciclicas sdo inoculadas no
hospedeiro vertebrado juntamente com a saliva do inseto, durante a picada. Atraves de
endocitose, mediada por glicoconjugados presentes na superficie do parasita e receptores
na superficie do macrofago, os promastigotas sdo internalizados por macrofagos. Dentro
da célula, permanecem em vacuolos, os vacuolos parasitéforos, e se diferenciam em
amastigotas, sendo capazes de controlar o pH do vacuolo. Dentro do vacuolo parasitéforo
multiplicam-se intensamente até o rompimento celular, liberando estas formas para serem
internalizadas por outros macréfagos, em um processo continuo. Estas células infectadas
serdo ingeridas pelo vetor, iniciando um novo ciclo (CDC, 2018; ESCH; PETERSEN,
2013).

31



Estagios de flebotomineos Estagios em humanos

a Flebotomineo ingere sangue de
um individuo saudavel injetando

) com sua saliva protozoarios na No organismo os
Promastigotas e

forma promastigota
0 dividem-se no P € ta)
intestino e migram

para a faringe do
inseto /

Wy

- N

|
o Amastigotas se transformam
em promastigotas

\

promastigotas sdo
fagocitados por

2 e

Promastigotas se
transformam em
amastigotas dentro de
macrofagos

. o8 —
R IoPrvr )
S @ R Amastigotas se
& @ g - multiplicam dentro da
g s \ z =N \I . célula por divisdo bindria
1}\9 | em varios tecidos
e Ingestdo de células !
parasitadas o : : A

Flebotomineo ingere sangue
com macrdéfagos infectados
A= Estagio infeccioso com amastigotas

A: Fase de diagndstico

Figura 06: Ciclo de vida heteroxénico de Leishmania sp.
Fonte: https://www.cdc.gov

2.4.2 LimitacOes da Quimioterapia da Leishmaniose

O tratamento da leishmaniose consiste na utilizagdo de alguns farmacos, porém
sdo tratamentos que ndo sdo satisfatorios em termos de efetividade e toxicidade,
produzindo muitos efeitos colaterais graves, além da existéncia de resisténcia do parasita
as drogas existentes e a sensibilidade de diferentes cepas as mesmas (ANTINARELLI et
al., 2015). Ainda, possui um alto custo e auséncia de uma vacina eficaz (BLANCO;
NASCIMENTO-JUNIOR, 2017).

Antimoniais pentavalentes foram desenvolvidos na década de 40 e permanecem
desde entdo como tratamentos de primeira escolha na maioria dos paises, tanto para a
leishmaniose visceral quanto leishmaniose cutanea (TIUMAN et al., 2011). S&o
considerados pro-farmacos e necessitam de reducdo para a forma trivalente, para
exercerem a atividade bioldgica (CARDOSO et al., 2014). Estes medicamentos, como 0
antimoniato de meglumina (Glucantime®) e o estiboglucanato de sédio (Pentostan®),

que sdo os mais utilizados, possuem metais pesados téxicos (COLOTTI; FIORILLO;
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ILARI, 2018). Ambos possuem baixa absor¢édo oral, necessitando de injecdo intravenosa
ou intramuscular. Entre os efeitos colaterais estdo dor no local da injeccéo, articulagbes
rigidas, problemas gastrointestinais e insuficiéncia hepatica. Porém, seu principal
problema se da pela cardiotoxicidade e nefrotoxicidade causada, além da posologia longa
e contra-indicacdo na gravidez (GONTIO; MELO, 2004; GUGLIELMO;
RODRIGUEZ; OVIEDO, 2018). O mecanismo de acio dos antimoniais pentavalentes
ndo é elucidado, apesar de estudos sugerirem que o Pentostan® age por meio da inibicdo
da glicdlise e beta-oxidacdo dos &cidos graxos nas formas amastigotas (GUGLIELMO;
RODRIGUEZ; OVIEDO, 2018).

Em caso de falha no tratamento antimonial, Anfotericina B e pentamidina séo
agentes anti-Leishmania de segunda linha e exigem longos periodos de administracdo
parenteral. Ambos sdo de administracdo injetavel e necessitam de supervisao clinica
devido a severidade dos efeitos colaterais (MENDONGCA et al., 2018; ULIANA,
TRINCONI; COELHO, 2017). Anfotericina B é um agente antifungico originalmente
isolado de Streptomyces nodosus. Ele possui maior seletividade aos esterois presentes na
membrana da Leishmania spp. Esta interacdo leva a formac&o de canais transmembrana,
formando poros e levando ao vazamento de cations (ORDONEZ-GUTIERREZ et al.,
2007). Hipocalemia, nefrotoxicidade e miocardite sdo alguns dos seus graves efeitos
colaterais (NIETO et al., 2017). Foram desenvolvidas formulacdes lipidicas de
Anfotericina B, com o intuito de melhorar a eficacia e reduzir a toxicidade do farmaco.
Estas formulages lipidicas mostram-se como um tratamento mais seguro e eficaz para a
forma visceral da doenca em paises endémicos do Sul da Asia, onde sdo recomendados
como tratamento de primeira linha (BALASEGARAM et al., 2012). A Pentamidina, uma
diamina aromatica usada principalmente para a prevencao e tratamento da pneumonia por
Pneumocystis jiroveci (MITROPOULOS; KONIDAS; DURKIN-KONIDAS, 2010), é
também utilizada como agente leishmanicida. As mitocondrias do parasita foram
sugeridas como alvo de acdo desse farmaco (MUKHERJEE et al., 2006). Apesar de o
tratamento com Pentamidina decorrer em um espaco de tempo mais curto, este farmaco
demonstra ter efeitos adversos graves, como diabetes induzida, cardio e nefrotoxicidade
(TIUMAN et al., 2011).

A Miltefosina foi o primeiro farmaco anti-Leishmania desenvolvido para
administracdo via oral. E um analogo da fosfocolina que foi inicialmente desenvolvido

como um agente antineoplasico. Porém, este farmaco € considerado teratogénico e €
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contra-indicado na gravidez. Além disso, o trato gastro-intestinal € o principal alvo dos
seus efeitos toxicos (GUGLIELMO; RODRIGUEZ; OVIEDO, 2018).

Ha outros farmacos utilizados alternativamente para o tratamento da leishmaniose,
como o antibiético paromomicina por via topica para leishmaniose cutanea e por via
injetavel na forma visceral. No entanto, assim como 0s demais, apresenta nefrotoxicidade,
ototoxicidade e disfuncao hepatica (BASTOS et al., 2016).

A alta toxicidade dos farmacos disponiveis e o surgimento de formas resistentes
de Leishmania spp. impulsionam as pesquisas para o desenvolvimento de novos

compostos sintéticos, semi-sintéticos ou produtos naturais (TIUMAN et al., 2011).

2.5 Doenca de Chagas

A Doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana foi descoberta pelo
pesquisador brasileiro Carlos Chagas em 1909. E uma enfermidade causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi e a transmissdo vetorial ocorre através das fezes de
insetos hemato6fagos triatomineos infectados pertencentes aos géneros Triatoma,
Panstrongylus e Rhodnius (MENEZES et al., 2018). No entanto, a transmissdo também
pode ocorrer por transfusdo de sangue, via placentaria e transplantes de 6rgaos (De
ALMEIDA et al.,, 2007). Outros mecanismos, como acidentes de laboratério e
contaminacéo pela via oral também s&o relatados. A Amazonia brasileira, por exemplo,
recebe atencdo especial por conta da incidéncia de transmisséo oral da doenca atraves da
ingestdo de alimentos contaminados, como caldo de cana e acai (MENEZES et al., 2018).

Esta doenca afeta cerca de 8 milhGes de pessoas anualmente e é endémica em 22
paises, incluindo todos os paises da América Latina, com exce¢do do Caribe (GROOM;
PROTOPAPAS; ZOCHIOQOS, 2017). Além disso, ha relatos de casos em outros paises
como, Canada, Estados Unidos, Espanha, Japao e Australia, devido a migracédo de latino-
americanos (MURCIA et al., 2013).
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Figura 07: Distribui¢do da Doenca de Chagas no mundo.
Fonte: https://notsoneglected.wordpress.com

A enfermidade compreende duas fases clinicas: aguda e cronica. A fase aguda em
adultos, na maioria das vezes, € oligossintomatica e caracterizada por alta parasitemia no
sangue, quadro febril por varias semanas e chagoma (infeccdo cutanea) ou sinal de
Romafia (infec¢édo via ocular) (GROOM; PROTOPAPAS; ZOCHIQS, 2017). No entanto,
esta fase pode ser letal em individuos imunocomprometidos ou criancas. A doenca pode
evoluir para a fase crénica que tem como caracteristica a baixa parasitemia, evolugao
longa e pode causar cardiopatia cronica (20-25% dos casos) ou sindromes digestivas (5-
10% dos casos) (CUNHA-NETO et al., 1995; COURA; DIAS, 2009).

2.5.1 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

O parasita T. cruzi possui um ciclo heteroxénico, com uma fase no hospedeiro
invertebrado (vetor) e outra fase no hospedeiro vertebrado (Figura 08). Durante a
hematofagia, o inseto infecta 0 homem através da deposi¢cdo de fezes no local, onde as
formas tripomastigotas metaciclicas (forma néo replicativa) do parasita caem na corrente
sanguinea e sdo internalizados em macrdfagos, fibroblastos ou células epiteliais. No
estagio intracelular, as formas tripomastigotas iniciam sua diferenciacdo em amastigotas
(forma replicativa). As formas amastigotas se multiplicam intensamente por divisao

binaria, diferenciam-se em tripomastigotas e entdo séo liberadas no espaco extracelular,
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onde podem invadir novas células ou tecidos por meio da corrente circulatéria. As formas
tripomastigotas que se encontrarem na corrente sanguinea serdo ingeridas pelo inseto
vetor durante o repasto sanguineo. Ao chegarem no intestino do vetor, estas formas se
diferenciam em formas replicativas, as epimastigotas. Posteriormente, esses parasitas se
diferenciam em tripomastigotas metaciclicos infectivos, através de um processo chamado
de metaciclogénese, e entdo migram para a porcdo posterior do intestino, para serem
expelidos junto com as fezes, iniciando um novo ciclo (TYLER; ENGMAN, 2001,
SCHUSTER; SULLIVAN, 2002; RODRIGUES; GODINHO; DE SOUZA, 2014).

Os tripomastigostas metaciclicos

presentes nas fezes do vetor caem Os tripomastigotas invadem as
ona corrente sanguinea durante a QCéIUIaS' onde se transformam
picada. em amatisgotas
Diferenciam-se em d/
tripomastigotasW /\
metaciclicos no Ciclo
intestino posterlor @) .
hospedeiro
% @ . - © 0s amastlgotas multiplicam-se
[ Os tripomastigotas  gentro das células por fisséo
invadem novas células binaria
Multlpllcam e Ciclo vetor onde se transformam

em amastigotas e se

multiplicam .
Os amastigotas transformam-se

em tripomastiogtas que lisam a
Tripomastigotas célula e sdo liberados no

transformam-se em b sangue

epimastigotas no

intestino médio do vetor (4]
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corrente sanguinea sdo
ingeridos pelo vetor

Figura 08: Ciclo heteroxénico de Trypanosoma cruzi.
Fonte: https://www.cdc.gov

2.5.2 Desafios no Tratamento da Doenca de Chagas

Benznidazol e Nifurtimox (Figura 09) sdo as Unicas drogas com eficécia
comprovada contra infecgdo por T. cruzi (COURA; CASTRO, 2002). A US Food and
Drug Administration (FDA) aprovou no inicio do segundo semestre de 2017 o uso do
benznidazol para criangas entre dois e doze anos portadores da doenca. O Nifurtimox ndo
é atualmente aprovado pela FDA, mas pode ser obtido no Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) e usado sob protocolos de investigacdo (CDC, 2019). No Brasil,
0 Unico medicamento utilizado e autorizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA) € o benznidazol que é produzido pelo Laboratério Farmacéutico do
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Estado de Pernambuco (LAFEPE) e distribuido gratuitamente pelo Sistema Unico de
Salde (SUS) (CABRA et al., 2019). Desde a década de 1980, o Nifurtimox teve sua
comercializacdo interrompida no Brasil e na América do Sul (COURA; CASTRO, 2002).

/O
N H,C
o N/QB W/\S\O
2 N H 0,N-_© A /N\)
N WA
O
a) b)
Benznidazol Nifurtimox

Figura 09: Estruturas quimicas dos farmacos utilizados no tratamento da Doenca de Chagas.

O Benznidazol (N-benzil-2-nitroimidazol-1-acetamida) é um derivado
nitroimidazolico e o nifurtimox (4 [(5-nitrofurfurilideno) amino] -3-metiltiomorfolina-
1,1-dioxido), um derivado do nitrofurano. O mecanismo de acdo de ambos € atraves da
formacéo de radicais livres e/ou metabdlitos eletrofilicos. O grupo nitro dos farmacos
antichagésicos é reduzido a um grupo amino pelas nitrorredutases de T. cruzi, levando a
formacdo de radicais livres ou metabolitos eletrofilicos. O oxigénio produzido derivado
de radicais livres e metabdlitos eletrofilicos se ligam as macromoléculas intracelulares,
como lipideos, proteinas e DNA, danificando-as (MAYA et al., 2007).

O tratamento com benznidazol e nifurtimox na fase aguda da doenca fornece taxas
de cura de perto de 100% em bebés e em torno de 60% em criancas e adultos com infecgéo
recente. A eficacia da terapia medicamentosa diminui com a duracgéo da infeccéo e ainda
€ uma questdo de debate na fase cronica tardia da doenca de Chagas (PINAZO et al.,
2010).

Ambas as drogas tém eficacia limitada e efeitos colaterais graves
(KAPELUSZNIK et al., 2013). No tratamento com benznidazol, os principais efeitos
colaterais sdo as erupgles cutdneas, como hipersensibilidade, dermatite, edema
generalizado, febre, linfoadenopatia, dores musculares e articulares. Os efeitos adversos
observados na utilizacdo do Nifurtimox séo aneroxia, perda de peso, alteracGes psiquicas,
excitabilidade, sonoléncia e distarbios digestivos (CASTRO et al., 2006). Ainda, sdo
contra-indicados para gestantes, pacientes com problemas renais ou hepaticos (BERN,

2011). Além dos efeitos colaterais da quimioterapia e da baixa eficacia na fase cronica, a
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duracdo do tratamento é muito longa e leva os pacientes ao abandono da medicacao
(GARCIA et al., 2013). Por conta do tratamento muitas vezes ndo ser concluido, o
resultado pode ser o desenvolvimento de resisténcia pelo parasita (WILKINSON et al.,
2008). A diferente suscetibilidade de diferentes linhagens do parasita a essas drogas
também ja foi relatada (FILARDI; BRENER, 1987).

Alguns farmacos ja conhecidos, como os antifungicos fluconazol, itraconazol e
tipifarnib, além de substancias naturais e sintéticas, tem apresentado inibicdo contra T.
cruzi em triagens parasitarias (DIAS et al., 2009; MAYA et al., 2007). Entretanto, em
ensaios clinicos os candidatos a farmacos ndo tém obtido sucesso. O medicamento
fexinidazol, por exemplo, utilizado para o tratamento da “doenga do sono”, mostrou
potencial para a Doenca de Chagas, porém em ensaios clinicos, apresentou toxicidade nas
doses administradas (FIELD et al., 2017).

Desde a sua descoberta em 1909, nenhuma outra droga além de benznidazol a
nifurtimox foi aprovada para o tratamento da Doenca de Chagas, tornando clara a
necessidade de novos medicamentos com eficacia em ambas as fases e em ambas as
formas do parasita. Os produtos naturais e seus derivados tém sido intensamente
estudados como potenciais agentes anti-chagasicos (TURNER et al., 2019). As
substancias de origem natural podem servir de protétipo para uma ampla gama de
moléculas que podem ser otimizadas a ponto de inserir novos medicamentos no mercado
(VARELA; FERNANDES, 2018).

2.6 Produtos Naturais como Fonte de Novos Farmacos

Produtos naturais séo definidos como compostos procedentes de fontes naturais e
que possuem atividade bioldgica (BAKER et al., 2007). As praticas da medicina
tradicional serviram de base para a maioria dos medicamentos a partir de produtos
naturais, incitando estudos farmacoldgicos, quimicos e clinicos destas plantas e seus
compostos. Até hoje, estes produtos continuam a fornecer modelos estruturais para o
desenvolvimento de novas drogas, particularmente anticancerigenas e antimicrobianas.
Os produtos naturais serviram como pontos de partida para a maioria das principais
classes de antibidticos, incluindo os B-lactamicos, aminoglicosideos, macrélideos,
tetraciclinas, rifampicinas, glicopeptideos, estreptograminas e lipopeptideos (BUTLER,
2004; HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015).

38



Dentre os produtos naturais obtidos de plantas, certamente um dos mais
conhecidos é o taxol. Paclitaxel (Taxol®) é o farmaco de cancer de mama mais utilizado
e foi isolado da casca de Taxus brevifolia Nutt (CRAGG, 1998). Ja o &cido acetilsalicilico
(aspirina) € um famoso agente anti-inflamatério e foi derivado do produto natural salicina,
o qual foi isolado da casca de Salix alba L. A morfina é um alcaloide de grande
importancia no tratamento de cancer e foi isolado de Papaver somniferum L. (papoula de
6pio) (DER MARDEROSIAN; BEUTLER, 2010).

Dentre as drogas antimalaricas mais conhecidas estdo a quinino e artemisinina. O
quinino foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos em
2004, e foi isolado da casca de Cinchona succirubra Pav. Ex Klotsch. Esta planta tinha
sido usada ha séculos para o tratamento da malaria, febre, indigestdo, boca e garganta
doengas e cancer (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012). A artemisinina foi isolada de
Artemisia annua L., a qual era uma planta originalmente utilizada na medicina chinesa
tradicional contra febres e calafrios (NEWMAN; CRAGG, 2007). O isolamento da
artemisinina tem salvado milhGes de vidas, e isso destaca a importancia da imensa
diversidade de produtos na natureza (CALLAWAY'; CYRANOSKI, 2015).

Produtos naturais inalterados continuam a desempenhar um papel importante na
descoberta de medicamentos. A partir destes, também podem ser produzidos analogos e
drogas sintéticas a partir do farmacéforo da molécula. Estes sdo obtidos por processos
quimicos baseados em um design racional e, muitas vezes, acabam apresentando maior
eficécia, baixa toxicidade e propriedades farmacocinéticas aceitaveis. Produtos naturais e
seus analogos sdo extremamente importantes para ilustrar a relacdo estrutura quimica e
atividade biologica. O estudo desta relacdo € fundamental para a otimizacdo das
propriedades de compostos farmacéuticos clinicamente relevantes (LI; LOU, 2017).

Nos Ultimos 30 anos, a pesquisa de produtos naturais forneceu a Unica classe nova
de drogas antifungicas, o equinocandino (ROEMER; KRYSAN, 2014). Desde 2000, 22
novos antibioticos foram langados para tratar infeccdes em seres humanos, mas apenas
cinco destes representavam novas classes de compostos. Trés dessas novas classes tém
suas origens em produtos naturais: o lipopeptideo daptomicina, a pleuromutilina
retapamulina e a tiacumicina fidaxomicina (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN,
2015). Butler, Blaskovich e Cooper (2013) identificaram dezenove novas estruturas
modelo que estavam em ensaios na fase clinica em 2013, das quais onze estavam

relacionados a produtos naturais.
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Um levantamento feito sobre novos medicamentos aprovados FDA, entre 1981 e
2014, revelou que 25% dos medicamentos que eram baseados em pequenas moléeculas
eram produtos naturais ou seus derivados (NEWMAN; CRAGG, 2016). A maior parte
dos estudos com substancias a partir de produtos naturais em ensaios clinicos concentra-
se nos Estados Unidos e Europa (FERNANDES, 2017).

Dentre as fontes naturais, as plantas contribuiram para o desenvolvimento de mais de
um quarto dos medicamentos modernos, que sdo derivados direta ou indiretamente de seus
metabdlitos, especialmente no caso de doencas infecciosas (GEORGIEV, 2014). Apesar
disso, apenas uma pequena porcentagem do nimero total de espécies de plantas foi explorada
quanto ao seu potencial farmacolégico. Espécies pouco estudadas quanto a sua atividade
antimicrobiana se tornam um 6timo alvo de investigacao (da SILVA et al., 2019). Segundo
Sharma e Sarkar (2013), as familias Fabaceae, Asteraceae, Apiaceae, Rosaceae e
Solanaceae sdo as principais familias botanicas que possuem substancias em ensaios

clinicos com atividades contra agentes infecciosos.

2.7 A Familia Lauraceae Juss.

As plantas da familia Lauraceae Juss. destacam-se entre as demais familias pela
sua importancia econdémica e pelo seu uso na medicina tradicional. Esta familia,
pertencente a divisdo Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida e ordem Laurales, apresenta-
se amplamente distribuida através das regides tropicais e subtropicais do planeta, sendo
representada por cerca de 68 géneros e cerca de 3.000 espécies, nas formas de arvores,
arbustos e lianas (TPL, 2013). Segundo levantamento realizado no trabalho de Beech et
al. (2017) € a quarta familia com maior nimero de espécies.

No Brasil sdo reconhecidos 24 géneros e 441 espécies, com ocorréncias
confirmadas em todas as regides do pais, sendo 231 espécies consideradas endémicas.
Dentre os géneros presentes no Brasil estdo Persea Mill. (22 spp.), Ocotea Aubl. (172
spp.), Aniba Aubl. (29 spp.), Cinnamomum Schaeff. (12 spp.), Licaria Aubl. (21 spp.),
Cryptocaria R. Br. (13 spp.), Mezilaurus Taub. (16 spp.) e Nectandra Rol. ex Rottb. (46
spp.) (QUINET et al., 2015).

Um numero expressivo de espécies da familia apresenta uma grande diversidade
de usos, com destaque para as que possuem utilizacdo medicinal e na industria. Algumas
espécies sdo utilizadas na culinaria como a Persea americana Mill. (abacate), de grande

importancia comercial, e Laurus nobilis L. (louro), cujas folhas sdo utilizadas como
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tempero (MARQUES, 2001). Também possuem espécies aromaticas, produtoras de 6leos
essenciais, como o linalol em A. rosaedora Ducke (ALCANTARA et al., 2010), e
espécies fornecedoras de madeira, como Ocotea porosa (Nees&Mart.) Barroso (imbuia)
(ZANIN; LORDELLO, 2007), ambos com alto valor de mercado.

Na medicina popular, as lauraceas apresentam utilizacdo variada,
desempenhando diferentes funcdes contra diversas doencas. O género Ocotea apresenta
0 maior numero de espécies medicinais, como O. aciphylla (Nees & Mart.) Mez e O.
pulchella (Nees & Mart.) Mez, que sdo consideradas estomaquicas e tonicas (BOTEGA
et al., 1993; MORAES, 2005), e O. guianensis Aubl., espécie tipica da Amazdnia, com
casca e folha aromaticas, sendo empregadas pela populacdo local contra abcessos
(MORAES, 2005).

Diversos estudos ja comprovaram as atividades bioldgicas de espécies da familia,
porém a maioria tem seu uso restrito as comunidades tradicionais que detém o
conhecimento empirico da utilizacdo dessas plantas (MARQUES, 2001).

Muitas pesquisas relacionadas aos 6leos essenciais das especies aromaticas ja
foram e ainda sdo realizadas comprovando diversas atividades biol6gicas, como por
exemplo, atividade tripanocida (GIONGO et al., 2017), antileishmania (ALCOBA et al.,
2017), anti-inflamatéria (AZAB; ABDEL-JALEEL; ELDAHSHAN, 2017),
antibacteriana (SU; HO, 2016a), antifingica e citotoxica (SU; HO, 2016b), antioxidante
(SILVA et al., 2016) e anticolinesterase (SALLEH; AHMAD; YEN, 2015).

Algumas espécies amazonicas pertencentes aos géneros Nectandra, Licaria,
Ocotea e Aniba revelam a presenca de compostos quimicos denominados neolignanas.
Autores sugeriram que a atividade antitumoral apresentada pelos extratos destas plantas
se deve a presenca e atividade destes compostos (GOTTLIEB e YOSHIDA, 1978). Além
disso, ligndides também j& foram relatados produzir atividade antiviral, antiflngica,
antileishmania, entre outros (APERS; VLIETINCK; PIETERS, 2003).

Ainda no contexto de atividade bioldgica, juntamente com as neolignanas e 6leos
essenciais, esta familia € conhecida por apresentar uma composi¢do quimica rica em
alcaloides (YAMAGUCHI; ALCANTARA; VEIGA-JUNIOR, 2012), os quais formam
um grupo grande e estruturalmente diverso (CUSHNIE; CUSHNIE; LAMB, 2014), e em
consequéncia disso, apresentam uma vasta gama de atividades farmacoldgicas
dependentes de sua estrutura quimica (KLEIN-JUNIOR; HENRIQUES, 2017). Ja foram

relatadas mais de 300 estruturas alcaloidicas na familia, em 21 géneros, sendo 0s
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alcaloides isoquinolinicos a principal classe reportada, com cerca de 287 estruturas
descritas (CUSTODIO; VEIGA-JUNIOR, 2014).

A literatura também relata a producdo de flavonoides e estirilpironas, ambos com
atividades bioldgicas ja comprovadas em pesquisas (ROSSI; YOSHIDA; MAIA, 1997;
REZENDE et al., 2015; SILVA et al., 2015a).

2.8 O género Aniba Aubl.

O género Aniba Aubl. é representado no Brasil por 29 espécies, de um total de 48
espécies distribuidas na América Central, Antilhas e principalmente na América do Sul.
O centro de diversidade das espécies encontra-se na regido das Guianas e AmazoOnia
Central (QUINET, 2005; TPL, 2013; QUINET et al., 2015).

E conhecido principalmente pelas espécies com valor econémico, como o pau-
rosa, com nome cientifico de A. rosaedora Ducke. O 06leo essencial desta espéecie tem
como constituinte majoritario, o linalol, largamente utilizado nas inddstrias de perfumaria
(SIMIC et al., 2004). A. parviflora, popularmente conhecida como “macacaporanga”, é
uma espécie aromatica nativa da regido amazénica que também possui como composto
majoritario, o linalol. Por conta disso, tem sido vista como uma espécie que pode ser
utilizada em substitui¢do ao “pau-rosa”, o qual ja é considerado estar em perigo de
extin¢do (FELSEMBURGH; PELEJA; DO CARMO, 2016).

Na medicina tradicional, algumas propriedades farmacoldgicas s&o conhecidas. E
possivel obter um extrato dos frutos e célices de A. riparia (Nees) Mez, espécie tipica da
regido amazonica, com atividade antibidtica comprovada contra Candida albicans,
Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae e Staph. aureus. Ja o 6leo essencial extraido de
A. canellila (Kunth) Mez, A. duckei Kosterm. e A. hostmanniana (Nees) Mez possui
atividade bloqueadora no desenvolvimento do ancilostomideo humano (MARQUES,
2001). O chéa das cascas e folhas de A. canellila, conhecida como “casca-preciosa”, ¢
utilizado amplamente na medicina popular, dentre outros, contra o artritismo, sifilis,
leucorreia, males do coracéo, analgesico, resfriados, tosses e nauseas. Seu 6leo essencial
é utilizado contra acnes, ferimentos, febre, dermatites e infec¢des (LUPE, 2007). A
infusdo da casca da preciosa também ¢é utilizada como tratamento da diarréia,

antiespasmadico e estimulante do sistema nervoso (SAMPAIO et al., 2010).
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A. panurensis (Meisn.) Mez (Figura 10) € uma planta aromatica abundante na
regido amazobnica, comumente conhecido como "louro amarelo”. Na medicina
tradicional, suas folhas sdo comumente usadas como antiespasmddico, digestivo e
adstringente (REZENDE et al., 2015).

Figura 10: Aniba panurensis na Reseva Florestal Adolpho Ducke.

Muitas pesquisas foram realizadas investigando a composi¢do quimica do género,
permitindo relacionar as atividades bioldgicas e usos na medicina tradicional com estes

compostos.
2.8.1 Constituintes quimicos isolados de Aniba e atividades biolégicas

Vérios componentes quimicos foram isolados nesse género, especialmente
neolignanas, estilpironas e flavonas (ROSSI; YOSHIDA; MAIA, 1997), ésteres
(GOTTLIEB; KUBITZKI, 1981), fenilpropandides (VILEGAS et al., 1998) e
sesquiterpendides (ALCANTARA et al. al., 2010).

Uma série de trabalhos foram publicados nas décadas de 70 e 80, relatando o
isolamento de neolignanas em diversas espécies de Aniba. .Neolignanas sdo dimeros
oxidativos de alilfendis e propenilfendis, entre si ou cruzados, ¢ sem seu Cy (C-9)
oxigenado. Sabe-se que as neolignanas se acumulam em madeiras como resposta a
ferimentos mecénicos ou ao ataque de micro-organismos e que exibem propriedades de
defesa contra insetos. Ligndides ja apresentaram diversas propriedades farmacoldgicas,

como anti-inflamatéria,  antioxidante, antifungica, antiviral,  antitumoral,
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imunossupressora,  anti-hepatotoxica, relaxante  muscular, anticonvulsivante,
antiespasmadica, antialérgica, dentre outros (BARBOSA-FILHO, 2017).

Rossi, Yoshida e Maia (1997) isolaram licarina A (Figura 11.a) de Aniba sp., que
é descrita como uma neolignana diidrobenzofuranica e ja apresentou inibicdo contra as
formas promastigotas de Leishmania amazonensis, L. chagasi (CALDAS, 2010) e
antichagasica (MELET]I, 2012). Burchelina (Figura 11.b) e guianina sdo duas neolignanas
hexa-hidrobenzofuranicas isoladas de A. burchelli e A. guianensis, respectivamente
(LIMA; GOTTLIEB; MAGALHAES, 1972; VON BULOW et al., 1973). Estas também
foram isoladas de Aniba sp no trabalho de Fernandes, Gottlieb e Maia (1976). Nos
trabalhos de Caldas (2010) e Cabral et al. (2001), a burchelina apresentou atividade
antileishmania e antitripanossoma. Um extrato alcoolico das raizes de A. megaphylla
demonstrou atividade in vitro contra células derivadas do carcinoma humano da

nasofaringe. O fracionamento bioguiado do extrato levou ao isolamento da megafona

(Figura 11.c), uma neolignana ja descrita como um composto natural com atividade
antitumoral (KUPCHAN et al., 1978).

a) Burchelina

OMe 0)
Megafona

Figura 11: Estrutura quimica de neolignanas de Aniba spp com atividades biologicas.

Outra classe bastante presente em Aniba sdo os alcaloides. Alcaloides séo

definidos como substancias ciclicas contendo nitrogénio, com uma grande diversidade
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estrutural e possuem uma vasta gama de atividades farmacoldgicas dependentes de sua
estrutura quimica (KLEIN-JUNIOR; HENRIQUES, 2017). A biossintese dos alcaloides
é bastante complexa e variada. Assim, Aniszewski (2015) cita algumas subclasses que
foram criadas a fim de agrupar as diversas estruturas que estes metabdlitos podem
apresentar. Dessa forma, alcaloides que derivam efetivamente de aminoacidos e possuem
o nitrogénio em heterociclo sdo chamados de ‘“alcaloides verdadeiros”. Aqueles que
possuem o nitrogénio fora de um heterociclo sao chamados de “protoalcaloides”. E por
altimo, hé o grupo dos” pseudoalcaloides” que ndo se originam de aminoacidos, mas sim
de outras vias, como por exemplo do acetato ou chiquimato, mas que incorporam o
nitrogénio por meio de outras reagdes. Seu potencial citotoxico a células de outros
organismos j& € bem conhecido, além do seu potencial antibacteriano, antifungico e
antiparasitario. Sao o grupo de produtos naturais mais estudados e de maior interesse
farmacéutico (KLEIN-JUNIOR; HENRIQUES, 2017).

Dentre as substancias alcaloidicas mais estudadas no género estdo as riparinas
(Figura 12). Estas, sendo N-benzoil-tiramina (riparina I), e seus analogos substituidos (O-
metil)-N-2-hidroxibenzoil-tiramina (riparina 1) e (O-metil)-N-2,6-dihidroxibenzil-
tiramina (riparina 1), séo alcaloides do tipo alcamidas que foram isoladas do fruto verde
de A. riparia (Nees) Mez (BARBOSA-FILHO et al., 1987). Na pesquisa de Catdo et al.
(2005) foi avaliada a atividade antimicrobiana das riparinas I, Il e I1l sobre cepas de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus multirresistentes. Neste estudo foi mostrado
que apesar das trés riparinas apresentarem diferencas estruturais, suas atividades
antimicrobianas foram semelhantes. No entanto, a riparina I11 foi a que apresentou maior
potencial antimicrobiano. Também se observou que as cepas de Staph. aureus foram mais
susceptiveis a acdo das riparinas do que as cepas de E. coli. Catdo et al. (2010) demonstrou
que a riparina Il também apresenta atividade curagénica, eliminando a marca de
resisténcia para a penicilina em uma linhagem de origem bovina de Staph. aureus
designada de 319U. Além disso, foi relatada a sua capacidade de modificar a expressao
de fatores de viruléncia da cepa. Estudos também ja relataram a atividade antinoceptiva
para riparina I, e atividade ansiolitica e antidepressiva para riparina Il e 11l (MELO et al.,
2011; TEIXEIRA, 2013; TEIXEIRA et al., 2013; CUSTODIO; VEIGA-JUNIOR, 2014).
Riparina A, um andlogo sintético destas alcamidas, apresentou uma fraca atividade

antioxidante, moderada atividade citotoxica e significativa atividade antileishmanicida
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sobre formas promastigotas de L. amazonensis (SILVA et al., 2015b), além de atividade
anti-inflamatoria (ARAUJO et al., 2016).

NHM@ NH
D U
MeO MeO

a) Riparina | b) Riparina Il
HO
NH
ISR
MeD
c) Riparina Il

Figura 12: Estrutura quimica das riparinas I, 1l e I1l.

O alcaloide piridinico anibina (Figura 13.a) foi isolado de A. panurensis
(FERNANDES, 2017), A. rosaeodora (MORS, GOTTLIEB E DJERASSI, 1957; DE
BARROS; CORREA; GOTTLIEB, 1975), A. fragans (MORS; MAGALHAES;
GOTTLIEB, 1960) e A. gigantifolia (FRANCA; GOTTLIEB; SUAREZ, 1973), e ja
apresentou atividade analéptica (GONCALVES; CORREA FO; GOTTLIEB, 1958),
além de atividade antimicrobiana contra a bactéria Bacillus subtilis, apresentando
concentracdo inibitéria minima de 1 mg/mL (CUSTODIO, 2013). Anibamina (Figura
13.b), um alcaloide quaternario piridinico também isolado de A. panurensis, apresentou
atividade antifangica contra Candida spp. (KLAUSMEYER et al., 2004). Este alcaloide
também foi isolado do extrato metandlico de Aniba sp. (JAYASURYIA et al., 2004) e
varios trabalhos ja comprovaram sua atividade antagonista contra o receptor CC-
Quimiocina 5 (CCR5), se tornando o primeiro produto natural antagonista deste receptor.
Um estudo de Alonzo et al. (2013) demonstrou, in vitro e in vivo, que a leucocidina ED
de Staph. aureus, uma toxina formadora de poros, depende da presenca de CCR5 para a
sua citotoxicidade, relatando um novo mecanismo patogénico que pode ser alvo de
investigacdo terapéutica. CCR5 também atua como mediador para a entrada do virus
HIV-1 em macrofagos (DRAGIC et al., 1996) e também é relatado estar envolvido no

processo de proliferacdo de celulas tumorais em diversos tipos de cancer. Estudos com
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anibamina e andlogos mostraram inibicdo frente a esses receptores e, consequentemente,
na proliferacdo de células tumorais do cancer de prostata e ovario (ZHANG et al., 20123;
ZHANG et al., 2012b; XU et al., 2015).

OCH,
= CHg
X CHy CH,
NL N
CHg
a) Anibina b) Anibamina

Figura 13. Estrutura quimica de anibina e anibamina.

A reticulina (Figura 14.a) é um alcaloide benziltetraisogquinolinico bastante
encontrado no género Aniba (GOTTLIEB; KUBITZKI, 1981; SOUZA, 2014). No
trabalho de Cruz (2011), este metabdlito apresentou atividade antibacteriana contra
bactérias gram positivas, com a concentra¢do inibitéria minima de 100 pug/mL contra
Staphylococcus epidermidis se apresentando como seu melhor resultado. Além disso,
também apresentou atividade antifungica contra cepas de Candida spp. Outro alcaloide
com bioatividade no género é a isoboldina (Figura 14.b), um alcaloide aporfinico que foi
isolado do tronco de A. muca (Ruiz & Pav.) Mez (Bravo et al., 1996). Rinaldi et al. (2017)
mostraram a atividade antibacteriana de uma fracdo, a qual tinha como composto
majoritario a isoboldina, frente a Staph. aureus e E. faecalis, com CIM de 70 e 40 pg/mL,
respectivamente. Neste mesmo trabalho, foi mostrada a atividade citotoxica desta fracéo
contra uma linhagem celular do cancer de mama (MCF-7). Além disso, este alcaloide
também ja apresentou atividade antioxidante, antiplasmodica (PEREZ; SAEZ;
CASSELS, 2005) e antagonismo contra bactérias gram negativas e fungos (ORHAN et
al., 2007).

H,CO
H,CO
HO
HO
HO
H,CO
H,CO
a) Reticulina b) Isoboldina

Figura 14. Estrutura quimica dos alcaloides reticulina e isoboldina.
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As estirilpironas sdo moléculas bastante descritas no género. Sdo descritas como
policetideos aromaticos, resultantes da combinacdo entres as rotas biosintéticas do
chiguimato com a do acetato. Sdo formadas a partir de uma unidade de cinamoil-CoA
com adicao de duas unidades extensoras de malonil-CoA. Essas cadeias curtas de poli-p-
ceto, sdo consideradas raras e geralmente ocorre a ciclizacdo dessas cadeias para formar
lactonas (DEWICK, 2009). As estirilpironas sdo uma classe especial de metabdlitos
secundarios por ja terem apresentado diversas atividades biolégicas, como antibacteriana
(REDDY et al., 2010), antifingica (RICARDO et al., 2004; TELASCREA, 2006),
antitumoral (TELASCREA, 2006; GIOCONDO et al., 2009), antiplasmodica e
antileishmania (McCRACKEN et al., 2012), e tripanocida (DAVIS et al., 2010).

Estirilpironas ja foram isoladas em A. parviflora (Meisn.) Mez (BITTENCOURT
etal. 1971; REZENDE et al. 1971), A. firmula (Nees & Mart.) Mez (GOTTLIEB; MORS,
1959), A. permollis (Nees) Mez, A. canellila (Kunth) Mez , A. gardineri (Meisn.) Mez,
A. cylindriflora Kosterm. (REZENDE et al. 1971), A. panurensis (Meisn.) Mez
(REZENDE et al. 1971; MOTIDOME; GOTTLIEB; KUBITZKI, 1982; REZENDE et
al., 2015), A. kappleri Mez (SANTOS; MESQUITA; GOTTLIEB, 1982) e A. gigantifolia
O. C. Schimidt (FRANCA; GOTTLIEB; SUAREZ, 1973).

Dihidrogoniotalamina (DGT), ou apenas goniotalamina (Figura 15), é uma
estirilpirona que foi isolada das folhas de A. panurensis, e que apresentou atividade
vasorelaxante no sistema cardiovascular (REZENDE et al., 2015). Esta molécula também
é relatada ter propriedades anticarcinogénicas (SEYED; JANTAN; BUKHARI, 2014),
além de atividade anti-inflamatoria, antinociceptiva (VENDRAMINI-COSTA et al.,
2015) e antifangica (TELASCREA et al., 2005).

Figura 15: Estrutura quimica da estirilpirona Dihidrogoniotalamina (DGT).

Flavonodides também ja foram isolados no género, como a rubranina, uma
chalcona isolada do tronco de A. rosaedora Ducke (ALLELUIA et al., 1978). Estes

metabdlitos também ja foram isolados do tronco de A. riparia (FERNANDES;
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GOTTLIEB; XAVIER, 1978) e Aniba sp. (ROSSI; YOSHIDA; MAIA, 1997).
Flavokavaina B, um flavonoide isolado de A. riparia, ja apresentou potencial antitumoral
(ABU etal., 2014).

Os Oleos essenciais, de uma forma geral, apresentam diversas atividades
bioldgicas. O dleo essencial de A. canellila, por exemplo, mostrou-se bioativo contra T.
evansi, assim como seus como seus constituintes 1-nitro-2-feniletano, se apresentando
como composto majoritario (83,68%), e metileugenol (14,83%) (GIONGO et al., 2017).
1-nitro-2-feniletano também ja apresentou propriedades antifingicas (OGER et al.,
1994). O bleo essencial de A. rosaeodora Ducke apresentou potente atividade antifingica
e tem como componente majoritario, o linalol (81,27%) (SIMIC et al., 2004). Segundo a
literatura, linalol tem apresentado, dentre outras atividades, atividade acaricida, fungicida,
bactericida e tambem tem sido usado como sedativo e anticonvulsivo (CAMARGO;
VASCONCELOS, 2014). No trabalho de Alcantara et al. (2010), o B-cariofileno se
apresentou como composto majoritario do 6leo essencial de A. panurensis (33,5%), e é
relatado possuir diversas atividades bioldgicas, como anti-inflamatdria, antialérgica,
antiflngica e anticarcinogénica. Outros constituintes volateis encontrados no género sao
benzoato de benzila (29.3%), A-cadineno (12%), p-cariofileno (10.5%),
biciclogermacreno (5.9%) e a-copaeno (3.9%), que foram identificados no dleo essencial
de A. hostmanniana (Nees) Mez, com todos apresentando atividade antibacteriana (De
LIMA et al., 2015). Benzoato de benzila e salicilato de benzila mostram-se bastante
presentes na composic¢ao quimica de diversas espécies do género (GOTTLIEB; SILVA,;
FERREIRA, 1975; FERNANDES; GOTTLIEB; MAIA, 1976; GOTTLIEB; KUBITZKI,
1981). A composicdo quimica de 6leos essenciais de Aniba pode ser vista em diversos

trabalhos, especialmente na revisdo de Morais et al. (1972).

H& muitos estudos investigando a composi¢do quimica das espécies e outras
apresentando atividades biologicas de compostos que sé@o encontrados no género. Porém
0 namero de trabalhos publicados sobre o estudo fitoquimico e atividade antimicrobiana
relacionada ainda é relativamente pequeno no género, especialmente com extratos. Por
este motivo, o presente estudo objetiva realizar estudo fitoquimico e avaliar a atividade
antibacteriana, antifangica e antiparasitaria de extratos, fracdes e substancias isoladas de

A. panurensis, A. ferrea e A. parviflora.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a acdo antibacteriana, antifingica e antiparasitaria de extratos, fracoes e
substancias isoladas oriundas de A. panurensis, A. parviflora e A. ferrea.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a atividade antibacteriana e antiplasmddica dos extratos e fases obtidas por
particdo liquido-liquido, determinando a Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e a Clsg,
respectivamente.

- Realizar fracionamentos bioguiados pela atividade antimicrobiana por bioautografia.
- Isolar os principais constituintes bioativos (pela bioautografia) e os majoritarios
presentes nas fragdes bioativas por técnicas cromatograficas e identifica-los por técnicas

espectroscopicas e espectrométricas.

- Determinar a CIM, Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e realizar curva de tempo-
morte das substancias antibacterianas.

- Investigar modos de acdo dos principios ativos sobre as células bacterianas sucetiveis
por Microscopia Eletronica de Varredura e Microscopia Eletronica de Transmisséo.

- Avaliar a atividade das substancias isoladas em ensaios antifingicos e antiparasitarios
(anti-Plasmodium, anti-Leishmania e anti-Trypanosoma), determinando a CIM e Clsg,
respectivamente.

- Avaliar a citotoxicidade das substancias frente a células VERO pela determinagéo da
CCoso;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Fluxo de Procedimentos

A Figura 16 ilustra, resumida e sequencialmente, as etapas cumpridas no
desenvolvimento do trabalho. As etapas foram desenvolvidas no Laboratério de Pos-
graduacdo de Produtos Naturais da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), no
Laboratdrio de Diagndstico e Controle de Doencas Infecciosas da Amazonia, do Instituto
Lebnidas e Maria Deane (ILMD-FIOCRUZ/AM), e no Laboratério
de Inovagdo Tecnologica no Desenvolvimento de FA&rmacos e Cosméticos, da
Universidade Estadual de Maringa (UEM).

[ Coleta do material vegetal ]

'

[Obtengéo dos extratos] - [ Obtengéo das fases de partigﬁo]
e vV

[ Atividade antibacteriana e anti-PIasmodium]

| Bioautografia |

[ Purificagao e isolamento de substéncias]

|

[ Substancias isoladas ]

' | N

[ Atividade ] [ Atividade ] [ Atividade ]

antibacteriana antifungica antiparasitaria

Y\ A

[ |
‘ Curva de \ Anti- Anti- Anti-
tempo-morte Plasmodium T. cruzi Leishmania

Microscopia
Eletrénica de
Varredura e
Transmissao

Figura 16: Fluxo de procedimentos
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4.2 Material Botanico

Foi coletado o material vegetal de A. panurensis, A. parviflora e A. ferrea, na
Reserva Florestal Adolpho Ducke, do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia —
INPA, na cidade de Manaus — AM, no més de marco de 2016. Foram coletados folhas e
galhos das trés espécies, sendo o material vegetal de cada espécie coletado de um mesmo
individuo (Quadro 1). As exsicatas de cada planta encontram-se depositadas no Herbario
INPA.

Espécies Marco Numero da planta N° Exsicata
A. panurensis M534 1734 177319
A. parviflora 0,15 km 4453 181932

A. ferrea M113 1259 177260

Quadro 1: Dados da coleta das espécies vegetais.

Apbs a coleta, o material foi separado, limpo e posteriormente seco a 40 °C em
estufa de secagem existente na Central Analitica da Universidade Federal do Amazonas
- UFAM. O material vegetal seco foi triturado em liquidificador (folhas) ou moinho de
facas (galhos) até a obtengdo de um pé fino, que foi armazenado em sacos plésticos e de

papel em freezer a 4 °C, para posterior obtencdo dos extratos.

4.3 Obtencédo dos extratos etandlicos

O material de folhas e galhos das trés espécies de Aniba foi submetido ao processo
de extracdo por maceracao exaustiva em temperatura ambiente, com renovacdo do liquido
extrator nos periodos de 24 e 48 horas, e posteriormente, de 72 em 72 horas por quatro
vezes, sob constante agitacdo em shaker (BIOMIXER). Os materiais vegetais foram
pesados e cada um inserido em um erlenmeyer de 1000 mL, para posteriormente
adicionar-se o solvente etanol, até que este cobrisse todo o material. Os materiais foram
filtrados nos intervalos de horas citados anteriormente, com o auxilio de papel filtro em
um funil de vidro, submetidos a rotaevaporacdo (Rotavapor R-114, marca BUCHI) a 30-
40 °C, a pressdo reduzida, para a concentracdo da amostra. Esta foi submetida a
evaporacao em capela de exaustdo até a completa eliminacdo do solvente. O célculo do
rendimento foi realizado através da relacdo da massa vegetal com a massa do extrato

etanolico.
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4.4 Particao liquido-liquido

Com a intencdo de separar compostos com diferentes afinidades quimicas
presentes nos extratos etandlicos, estes foram submetidos a uma particao liquido-liquido
com solventes de diferentes polaridades: hexano (Hex), cloroférmio (CHCIs) e acetato de
etila (AcOEt), sendo o material restante denominado de fase residual (Res). Para isso, 0S
extratos foram ressuspendidos em metanol:agua (8:2) e particionados com o auxilio de
um funil de separacdo. As parti¢cdes foram realizadas na razdo 1:1 com relacdo a cada
solvente e as fases obtidas foram concentradas em rotaevaporador sob as mesmas
condigdes de temperatura e pressao mencionadas na obtengédo dos extratos (Figura 17). O
calculo do rendimento foi determinado através da relacdo da massa do extrato com a

massa da fracéo obtida.

MeOH:H20 (8:2)
Particdo com Hexano
Concentragdo e evaporagao do solvente

]
(o s |

Parti¢gdo com Cloroférmio
Concentragdo e evaporagao do solvente

[ Fase em Cloroférmio ]

Parti¢do com AcOEt
Concentracdo e evaporagao do solvente
Concentragdo e evaporagao do solvente

[ Fase em Acetato de etila ] [ Fase residual ]

[ Extrato etanélico em ]

Figura 17: Metodologia da particéo liquido-liquido utilizada para obten¢do de fragdes.

4.5 Fracionamento por métodos cromatograficos

A purificacdo e o isolamento de substancias foram realizados por meio de

diferentes técnicas cromatogréaficas.

4.5.1 Cromatografia em Camada Delgada

As amostras obtidas foram analisadas primeiramente por Cromatografia em

Camada Delgada (CCD) para a definicdo do melhor sistema de eluentes, com o objetivo
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de otimizar a separacdo dos componentes da amostra e obter os perfis quimicos. Para a
CCD foram utilizadas placas cromatograficas de fase normal de gel de silica (TLC Silica
gel Fzss4, Alugran, Macherey-Nagel, 20 x 20 cm). As placas de silica foram lavadas,
eluindo a placa com metanol, e depois ativadas em estufa a 100 °C por 60 minutos. Os
eluentes foram preparados e testados conforme a natureza da amostra visando a melhor

separacao cromatografica.

As amostras foram aplicadas na placa de CCD, eluidas em cuba saturada com o
sistema de eluentes previamente selecionado e analisadas pelo equipamento CAMAG
TLC Visualizer, para fotodocumentacgdo e calculo dos fatores de retencdo (Rf’s). Como
reveladores foram utilizados: luz ultravioleta (254 nm e 365 nm), vanilina sulfirica e
dragendorff. As analises de CCD foram utilizadas para monitoramento dos experimentos

durante todos os processos de purificagdo e isolamento.

4.5.2 Cromatografia em Coluna

Apos a avaliagdo dos melhores eluentes em CCD, ocorreu o fracionamento das
amostras em colunas cromatograficas, visando a purificacdo e/ou isolamento de
substancias. Foi utilizada Cromatografia em Coluna Flash (CCF), que requer a utilizacéo
de um sistema de bombeamento para 0 empacotamento da coluna e eluicdo, utilizando
solventes destilados da marca TEDIA.

Na CCF utilizou-se gel de silica 230-400 mesh (SiliaFlash® F60, SILICYCLE),
a qual foi adicionada a seco na coluna cromatografica de vidro, sendo adicionado,
posteriormente, o eluente para 0 empacotamento (primeiro eluente da corrida
cromatografica). Os sistemas de eluentes que foram utilizados como fase movel e a forma
de fracionamento (gradiente ou isocratico) foram determinados a partir das anélises das
amostras nas placas de CCD.

4.6 ldentificacdo de constituintes quimicos

A identificacdo dos constituintes quimicos foi realizada pela mestre em Quimica
Yasmin Cunha da Silva e pelo Dr. Raimundo Braz Filho, por meio de métodos

espectroscopicos e espectrométricos.

4.6.1 Métodos espectromeétricos
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Os espectros de massas das substancias foram obtidos no Laboratorio de
Espectrometria de Massas, na Central Analitica da UFAM, em um espectrometro de
massas LQC Fleet (Thermo Scientific®), usando fonte de ioniza¢do quimica a pressao
atmosférica (APCI), nos modos positivo e negativo. As amostras foram preparadas na
concentragdo de 1 mg/mL em metanol grau CLAE (TEDIA). 20 pL destas solugdes foram
retirados e diluidos em 980 puL. de metanol grau CLAE, para posteriormente serem
submetidos as andlises. Os dados obtidos das injecdes foram processados através do

programa Xcalibur 2.0.7. e comparados com os dados da literatura.

4.6.2 Métodos espectroscopicos

As substancias isoladas foram identificadas por técnicas de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) unidimensionais (*H e 13C) e bidimensionais (COSY, HSQC
e HMBC). O espectro de COSY fornece informacdes sobre a interagdes entre 1H-1H do
atomo. O espectro de HSQC e HMBC geram informac6es sobre as interacGes de 3C -1H
(SILVERSTEIN et al., 2019).

As analises foram realizadas na Central Analitica no Laboratério de Ressonancia
Magnética Nuclear da UFAM, em equipamento Bruker advance |1l HD MhZ MRI, 500
MHz. As substancias foram solubilizadas em cloroférmio deuterado (CDCl3). Os dados
obtidos foram processados através do programa TopSpin 3.5 e comparados com os dados

da literatura para a elucidacéao estrutural das substancias.

4.7 Ensaios Biologicos

4.7.1 Teste de atividade antibacteriana por difusdo em agar

Os ensaios de atividade antibacteriana foram realizados em colaboragdo com a
Plataforma de Bioensaios do Instituto Lednidas e Maria Deane — FIOCRUZ Amazonia.
Foram submetidas a avaliacdo de atividade antibacteriana cepas padrdes de 31 bactérias

Gram negativas e Gram positivas (Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1: Lista das cepas bacterianas Gram negativas.

Bactérias Gram negativas

Cepas

Acinetobacter baumanii

Citrobacter freundii

Escherichia coli de aderéncia difusa (DAEC)
Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)
Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)
Escherichia coli enterotoxigénica ST (ETEC)
Escherichia coli enterotoxigénica ST (ETEC)
Escherichia coli enterotoxigénica tipica (EPEC)
Escherichia coli-INV-enteroinvasiva (EIEC)
Escherichia coli ndo diarreicogénica

Hafnia alvei

Klebsiella pneumoniae

Proteus mirabilis

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas putida (oralis)

ATCC 19606-143
ATCC 43864-576
BUTANTA F1845
CDC EDL- 042
CDC EDL-933-171
ST8

BUTANTA LT 2871

ATCC E234869
ATCC 1381
ATCC 10536

ATCC 11601-120

ATCC 4352-083

ATCC 15290-095
CDC EDL-1284
ATCC 15175-113

Salmonella arizonae UFAM
Salmonella choleraesuis ATCC 10708
Salmonella typhimurium ATCC 13311
Salmonella typhi ATCC 6539
Serratia marcescens ATCC 14756-131
Shigella desenteriae ATCC 13313
Shigella flexneri ATCC 12022
Yersinia enterocolitica ATCC 9610
Tabela 2: Lista das cepas bacterianas Gram positivas.
Bactérias Gram-Positivas Cepas
Bacillus subtilis subsp. subtilis (CT) ATCC 6051
Enterococcus faecalis (Streptococcus faecalis) ATCC 4083
Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953
Listeria inocua ATCC 33090
Listeria monocytogenes ATCC 15313
Streptococcus mutans ATCC 25175
Staphylococcus aureus ATCC 80958
Staphylococcus aureus resistente a meticilina ATCC 33591
Staphylococcus simulans ATCC 27851
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Para uma andlise qualitativa dos extratos e fases de particdo, foi realizado o teste
de difusdo em agar, onde as amostras testadas foram solubilizadas em dimetilsulféxido
(DMSO) (Synth) 10% na concentracdo de 5 mg/mL.

As bactérias foram cultivadas previamente em caldo Brain Heart Infusion (BHI)
(HiMedia) pelo periodo de 24 horas. A cultura bacteriana crescida foi diluida em meio de
cultura, conforme padronizagdo com o tubo 0,5 da escala de McFarland, que equivale a 1
x 108 Unidades Formadoras de Coldnias/mL (UFC/mL).

A determinacdo da atividade antibacteriana pelo método de difusdo em agar foi
realizada pela técnica do poco, segundo Grove e Randall (1955), a qual consiste na
utilizacdo de placas com camada dupla (camada base e camada seed), utilizando o meio
de cultura Agar Miieller Hinton (AMH) (HiMedia). Primeiramente, foi vertido o meio
nas placas de Petri em duas camadas. Apo6s a solidificacdo do meio de cultura, o in6culo
bacteriano padronizado foi semeado com swab estéril por toda a sua superficie da placa.
Em seguida, com o auxilio de ponteiras de 200 pL, foram perfurados orificios
equidistantes de aproximadamente 6 mm de didmetro na camada superior, oS quais
receberam 50 pL das amostras. O controle negativo compreendeu pogos contendo DMSO
a 10% e a droga controle utilizada foi o0 TIENAM (imipenem + cilastatina sédica) na

concentracdo de 500 pg/mL. Os ensaios foram feitos em triplicata.

Ap0s a difusdo dos metabolitos no meio de cultura, as placas foram incubadas a
37 °C por 24 horas e em seguida foi realizada a leitura do diametro dos halos de inibicéo,

com o auxilio de uma régua milimetrada.

4.7.2 Teste de atividade antibacteriana por microdiluicdo em caldo para
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracéo Bactericida Minima (CBM)

As amostras que apresentaram halos de inibicdo nos antibiogramas e as
substancias isoladas foram avaliadas para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) de acordo com o manual Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2012), com modificacbes, em placas de 96 pocos. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.

As cepas que se apresentaram sensiveis as amostras foram cultivadas em 3 mL de
caldo nutritivo BHI e incubadas a 37 °C por 24 horas. Para o preparo do indculo
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bacteriano, foi transferido, com o auxilio de uma micropipeta, uma aliquota da cultura
para um tubo com 3 mL de meio BHI estéril, suficiente para atingir a turvacdo padrao de
0,5 na escala de McFarland (1 x 108 UFC/mL). Apo6s a turvagéo, o indculo padronizado
foi diluido em 1:10, de maneira que a concentragdo final nos pogos-teste fosse de

aproximadamente 5 x 10° UFC/mL.

Foram acrescidos 50 pL do meio BHI em todos os pocos. Na primeira fileira
foram adicionados 50 pL das amostras (4 mg/mL) nos pogos correspondentes. Os
contetdos dos pocos da primeira fileira foram homogeneizados e se procedeu uma
diluicdo seriada (1:2) nos pogos subsequentes de cada amostra, realizada até a Gltima
fileira, descartando-se 50 pL no final. Em seguida, foram acrescidos em cada poco, 5 pL
de indculo bacteriano e 45 uL de caldo BHI, totalizando um volume final de 100 pL por
poco. As concentragdes das amostras avaliadas foram em um espectro de 1000 a 1,95
pg/mL. Como controle de esterilidade foi utilizado DMSO a 10% em meio de cultura, 0s
quais foram utilizados para solubilizar a amostra, e como droga de referéncia foi utilizado
o TIENAM. Como controle de crescimento, foi acrescido 95 pL. de DMSO 10% em meio

de cultura estéril e 5 pL do inéculo bacteriano.

Logo apds a micropipetagem, as placas foram tampadas e incubadas a 37 °C pelo
periodo de 24 h, sem agitacdo. Terminado o periodo de incubagéo, foram adicionados aos
pogos 15 pL de resazurina (Inlab) em solugdo aquosa esterilizada, a uma concentracao de
0,01%. Apos 4 h de reincubacdo, a leitura foi realizada. A resazurina facilita verificar a
presenca de crescimento microbiano, pois a permanéncia da coloracdo azul indica
auséncia de crescimento microbiano. Sera considerado o crescimento bacteriano positivo
quando houver a conversao do corante azul para rosa (ou incolor). A CIM é definida como
a menor concentragdo das amostras capaz de inibir o crescimento de bactérias, como

indicado pela coloracdo azul da resazurina.

Para a determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) das
susbstancias isoladas, 10 pL de cada poco teste foram semeados em placas de Petri com
meio de cultura e incubados a 37 °C por 24 h. A CBM foi definida como a menor

concentra¢do da amostra capaz de impedir o crescimento bacteriano visivel.
4.7.3 Teste antibacteriano por Bioautografia

O teste de bioautografia foi realizado de acordo com Valgas et al. (2007), com

modificacGes. As amostras foram aplicadas nas placas cromatograficas na concentracao
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de 4 mg/mL e volume de 10 pL quando fases de particdo liquido-liquido e concentracdo
de 1 mg/mL e volume de 5 pL quando fracbes de coluna. Para a substancia 4 e fracdes de
onde foi oriunda, utilizou-se a concentracdo de 500 pg/mL. As placas foram eluidas em
cubas previamente saturadas com uma combinacdo de solventes pré-determinada nas
analises de CCD. As amostras foram corridas em duplicata na mesma placa
cromatografica; uma replicata foi utilizada como cromatograma de referéncia e a outra
foi utilizada para bioautografia. Apos a eluicdo, aguardou-se a total evaporacdo da fase
movel e as placas do cromatograma de referéncia foram fotodocumentadas quando

reveladas em vanilina sulfarica e luz UV (254 e 365 nm).

Para a observagdo de antagonismo bacteriano por bioautografia foi utilizado o
meio de cultura AMH. As cromatoplacas foram depositadas em placas de Petri, onde
posteriormente foi vertido o meio de cultura semeado com a suspensdo bacteriana
padronizada conforme tubo 0,5 da escala de McFarland. Apds isso, as placas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas, para posterior observacdo da formacdo de halos de
inibicao.

O critério utilizado para a interpretacdo dos resultados foi 0 aparecimento de halos
em torno das substancias presentes na placa de CCD, indicando a respectiva atividade
antimicrobiana. As areas com halos de inibicdo foram correlacionadas com os Rfs da

placa cromatogréfica de referéncia.

4.7.4 Teste antibacteriano por curva tempo-morte (time-kill)

A curva de tempo-morte foi realizada para determinar o efeito bactericida ou
bacteriostatico da substancia antibacteriana em fungdo da concentragdo e do tempo, e foi
realizado de acordo com Perim et al. (2018), com modificacBes. As bactérias testadas
foram cultivadas por 24 horas em meio de cultura, e ap6s isso foram ajustadas a uma
concentragéo final de aproximadamente 5 x 10° UFC/mL nos tubos com as amostras
testadas. A substancia antibacteriana foi testada em concentra¢@es correspondentes a sua
CIM: 4,0 x CIM, 2,0 x CIM, 1,0 x CIM e 0,5 x CIM. Uma cultura sem o antimicrobiano
foi utilizada como controle.

Tubos contendo a solugdo foram incubados a 37 °C, e entéo, aliquotas de 100 pL
foram retiradas de cada tubo teste nos intervalos de O, 3, 6, 9, 12, 24 e 48 horas, e
submetidas a dilui¢cdes seriadas (1:10). Desta diluicdo, 100 puL foram semeados em placa

de Petri com meio AMH, quando linhagens do género Staphylococcus, e meio BHI &gar,
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guando Streptococcus mutans. As placas semeadas foram incubadas a 37 °C por 24 horas
e entdo foi realizada a contagem de col6nias. A partir da contagem de coldnias foi possivel
construir uma curva logaritmica, onde o eixo das ordenadas corresponde ao numero de
UFC/mL em escala logaritmica e 0 eixo das abscissas aos intervalos de tempo. O ensaio

foi realizado em triplicata.

4.7.5 Analise de alteracdes celulares por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV)

As andlises de MEV foram realizadas de acordo com Santos et al. (2008) e
realizadas no Laboratério de Inovagdo Tecnoldgica no Desenvolvimento de Farmacos e
Cosmeéticos da Universidade Estadual de Maringa (UEM).

As bactérias foram coletadas em fase exponencial, cultivadas em concentragédo 5
x 10° UFC/mL com a substancia (0,5 x CIM) por 3 h para Strep. mutans e por 6 h para
Staph. aureus e MRSA, a 37 °C. As células foram entdo lavadas em tampéo PBS e fixadas
por 1 h com glutaraldeido 2,5% em tampéao de cacodilato de s6dio 0,1 M contendo CaCl;
1,0 mM. Apos a fixacdo, 20 uL de cada amostra foram colocados em laminulas com poli-
L-lisina por 1 h em temperatura ambiente. Posteriormente, as laminulas com as amostras
foram lavadas com tampéo cacodilato de sédio 0,1 M, desidratadas em concentracdes
crescentes de etanol (30, 50, 70, 90, 95, 100%), secas em ponto critico de CO2, revestidas
com ouro e observadas em microscépio eletrénico de varredura Quanta 250 (FEI, Oregon,
EUA).

4.7.6 Analise de alteracOes celulares por Microscopia Eletrénica de
Transmissao (MET)

As andlises de MET foram de acordo com Santos et al. (2008) e realizadas no
Laboratdrio de Inovacao Tecnoldgica no Desenvolvimento de Farmacos e Cosméticos da
Universidade Estadual de Maringa (UEM).

Para as analises em Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET), as bactérias
analisadas foram cultivadas em meio de cultura, coletadas na fase exponencial e tratadas
com a substancia antibacteriana ( 0,5 x CIM) durante 3 h, quando Strep. mutans, e durante
6 h, quando Staph. aureus e MRSA, a 37 °C. Apos isso, as células bacterianas foram
coletadas por centrifugacdo, lavadas em 1 mL de tampdo PBS (Phosphate Buffered
Saline) e fixadas por imersdo em glutaraldeido (EMS) 2,5% em tampdo cacodilato de
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sodio 0,1 M, em temperatura ambiente durante 1 h. As células foram novamente lavadas,
por trés vezes, em tampéo de cacodilato de sodio 0,1 M, e em seguida, duas gotas de
tetroxido de 6smio 2% e duas gotas de ferrocianeto de potéssio 1,6% foram adicionadas
as amostras, que foram ressuspendidas e incubadas por 1 h em temperatura ambiente.
Ap0s o periodo, as amostras foram centrifugadas e lavadas em tampéo cacodilato de
sodio, desidratadas com acetona em concentracdes crescentes (30, 50, 70, 90, 95, 100%)
e incorporadas em resina Epon® (EMS). Aguardou-se a polimerizacdo da resina em
estufa a 60 °C durante 72 h, e entdo cortes ultrafinos (60-70 nm) das amostras foram feitos
em um ultramicrotomo Reichert Ultracut E. Os cortes foram contrastados com acetato de
uranila e citrato de chumbo e observados em microscépio eletronico de transmissdao JEM
1400 (JEOL, Tokyo, Japan). .

4.7.7 Teste antifungico

As substancias isoladas foram submetidas a testes antifungicos, onde foram
utilizados a levedura Candida albicans (ATCC 10231) e os fungos dermatofitos
Trichophyton rubrum (ATCC 28189), Trichophyton mentagrophytes (ATCC 1481) e
Microsporum gypseum (ATCC 14683).

A levedura foi cultivada em caldo Sabouraud-dextrose (Merck) a 37 °C por 24 h.
Os fungos dermatdfitos foram cultivados em Sabouraud-dextrose agar (Merck) a 28 °C
por 7 dias. Em cada cultura dos fungos dermatofitos, com auxilio de uma espatula esteril,
a superficie micelial foi removida e posteriormente misturada a solucdo salina estéril. A
suspensdo foi filtrada, diluida em PBS, e entdo foi realizada a contagem de conidios em
camara de Neubauer.

O ensaio foi realizado em placa de 96 pocos, em triplicata, de acordo com CLSI
(2008), pela técnica de microdiluicdo em caldo em meio Roswell Park Memorial Institute
(RPMI 1640) (Sigma) com L-glutamina e sem bicarbonato, e tamponado com MOPS
(&cido 3-(N-morfolino propano sulfénico) até concentragdo final de 165 mM.

As amostras foram testadas em um espectro de 500 a 3,9 pug/mL. Para 0s ensaios
com C. albicans, foram utilizados uma concentracdo de 5x10° UFC/mL. Para isso, a
padronizacdo do indculo fangico de C. albicans para este ensaio foi realizado da mesma
forma que a padronizacg&o das bactérias para o ensaio de CIM (Item 4.7.2) em um volume
total de 100 pl. Para fungos dermatofitos, a suspensao conidial foi padronizada para

aproximadamente 10° esporos/mL, e, posteriormente, foram adicionados 10 pL desta
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suspensao diluida nos pocos teste, que também possuia volume final de 100 pl. As placas
foram incubadas a 37 °C por 48 h para C. albicans e a 28 °C por 72 h para os demais. A
CIM foi definida como a menor concentragdo da amostra na qual o microrganismo testado
n&o apresentou crescimento visivel no pogo. O antifingico Fluconazol foi utilizado como
droga de referéncia.

Para a determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM), 10 uL de cada
poco com atividade positiva foram semeados em placas de Petri com Agar Saboraud, que
foram incubadas nas mesmas condi¢des dos ensaios de CIM. A CFM foi definida como

a menor concentracdo da amostra capaz de inibir crescimento fungico na placa.

4.7.8 Teste de antagonismo contra Plasmodium falciparum

Para a avaliacdo da atividade antiplasmddica contra formas esquizontes do
parasita, foram utilizadas cepas FRC3 de P. falciparum em colaboragdo com a Plataforma
de Bioensaios e com a Plataforma de Citometria de Fluxo, ambas do Instituto Leonidas e
Maria Deane — FIOCRUZ Amazonia.

As cepas FRC3 de P. falciparum foram mantidas em cultivo no meio RPMI
incompleto com 10 % de soro humano AB+ e alimentadas com eritrécitos humanos
normais, incubadas a 37 °C em atmosfera de baixa concentracdo de oxigénio e gas
carbonico, seguindo a técnica de micro-aerofilia tradicional da queima de vela em
dessecador. O meio de cultura RPMI 1640 incompleto foi constituido de 10,4 g de RPMI,
5,94 g de hepes, 40 mg de gentamicina, 2 g de glicose e 50 mg de hipoxantina a pH 6,8.
O meio completo foi suplementado com 5 mL soro humano AB+, previamente tratado
em banho-maria a 56 °C durante 30 minutos, 1 mL de NaHCO3 10 % e 44 mL de meio
RPMI incompleto (LJUNGSTROM et al., 2004). As solucdes estoque dos extratos,
fracdes e isolados foram preparadas em DMSO e diluidas em meio completo até que
atingisse a concentracdo final de DMSO de 0,5% nos pocos, concentragdo em que 0
DMSO néo inibe o crescimento parasitario. As amostras foram solubilizadas em DMSO
resultando em um estoque inicial de 10 mg/mL. Deste estoque inicial, 4 pL foram
retirados para diluicdo em 196 pL de meio completo, resultando em um segundo estoque
(1:50).

Os testes foram realizados de acordo com Rabelo et al. (2014), com modificacdes,
em placas de 96 pogos em triplicata, com volume final de 100 pL/poco. Foram

adicionados 50 puL de meio completo em todos 0s pogos. Apos isso, 50 pL do segundo
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estoque de cada amostra foram adicionados aos po¢os correspondentes da fileira A da
placa. DiluicOes seriadas das amostras (1:2) foram realizadas nas fileiras subsequentes,

resultando em um espectro de anélise das amostras nas concentracoes de 50 a 0,39 pg/mL.

O parasita foi preparado para o teste utilizando uma solu¢do com 100 puL de
hemacias parasitadas, 100 uL. de hemacias sadias, 10 pL de gentamicina e avolumado
para 10 mL de meio completo, obtendo uma suspensdo de parasita a 2% de hematdcrito
e parasitemia de 3 a 5%. Desta solugdo foram distribuidos 50 pL em cada um dos pogos
tratados com as amostras, em uma triplicata para o controle positivo (meio de cultura +
parasita), em uma triplicata para o controle do reagente (meio de cultura + DMSO a 0,5%
+ parasita), e nos pocos correspondentes a droga controle. A droga controle utilizada foi
0 Quinino. No controle negativo utilizou-se apenas hemacias sadias (eritrocitos nédo
parasitados) com hematocrito a 2 %. As placas foram incubadas a 37 °C em atmosfera de
baixa concentracdo de oxigénio e gas carbénico seguindo a técnica de micro-aerofilia

tradicional da queima de vela em dessecador, mesmas condi¢Ges do cultivo do parasita.

Apos 72 horas de incubacgdo, as placas foram centrifugadas a 800 rpm por 5
minutos, o sobrenadante foi descartado, e entdo os pogos foram tratados por 30 minutos
com 50 pL de uma solucdo de brometo de etidio (1:50), substancia fluorescente que se
liga ao DNA de células. Posteriormente, as placas foram novamente centrifugadas para
descarte do sobrenadante e os pocos foram lavados com 200ul de tampéo PBS por trés
vezes. Ao final, as amostras foram ressuspendidas em 200ul de PBS para a analise em
citdbmetro de fluxo. A verificacdo da inibigdo de crescimento por citometria de fluxo foi
realizada na Subunidade Citometria de Fluxo (RPT08J) - FIOCRUZ - Amaz6nia
(ILMD), utilizando citdometro de fluxo, FACSCanto Il (BD) no canal FL-1 com software
Getting Started with BD FACSDiva™ ¢ FlowJo™ versao 10.

A porcentagem de inibicdo das amostras foi calculada de acordo com a férmula:
% Inibigdo = 100 — (%Fluorescéncia amostra — %Fluorescéncia Eritrocitos sadios /
%Fluorescéncia Controle — %FIluorescéncia Eritrécitos sadios) x 100]. A concentracdo
inibitoria em 50 % da parasitemia total (Clso) foi determinada pelo software Graphpad
Prism 7 através de um grafico do Log da dose versus inibicdo (expresso em porcentagem

em relacdo ao controle) por analise de regressao ndo linear.
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4.7.9 Teste Anti-Trypanosoma

Os experimentos foram realizados com a cepa Y de T. cruzi de acordo com Peron
et al. (2017). Formas epimastigotas de T. cruzi foram mantidas em cultura axénica a 28
°C com repiques semanais em meio LIT B (CAMARGO, 1964), pH 7.4 suplementado
com 10% de soro fetal bovino inativado. Tripomastigotas e amastigotas foram obtidas do
sobrenadante de células LLCMK; (ATCC® CCL-7"), células de rim de Macaca mulata,
previamente infectadas em meio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Sigma-
Aldrich) suplementado com 2 mM L-glutamina, 10% SFB, 50 mg/l gentamicina e
tamponado com bicarbonato de sddio. Foram mantidos em estufa com 5% CO; a 37 °C.

As solucdes estoque dos isolados foram preparados assepticamente na
concentracdo de 10 mg/mL em DMSO e armazenadas a -20 °C. Para 0s ensaios, estas
solucdes foram diluidas em meio de cultura adequado para que a concentracdo final de
DMSO ndo ultrapassasse 1% nos experimentos, concentracdo que ndo afeta a viabilidade
dos parasitos (LAZARIN-BIDOIA et al., 2013; VOLPATO et al., 2013). As amostras

foram testadas frente as formas parasitarias nas concentragdes de 50, 25, 10, 5 e 1 pg/mL.

Para o teste com formas epimastigotas, os parasitas foram inoculados na
concentragéo final no pogo de 1 x 108 células/mL em meio de cultura suplementado com
10% de SFB, em placas de 96 pocos estéreis. Os parasitos foram tratados com as amostras
nas diferentes concentragcdes por 96 h a 28 °C. Apos a incubacdo, 50 puL de uma solugédo
de XTT (2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida) (0,5
mg/mL) na presenca de metossulfato de fenazina (PMS) (0,3 mg/mL) foram adicionados
a cada poco, e as placas foram incubadas por mais 4 h. A leitura foi realizada em leitor
de microplacas Biochrom Asys UVM 340 em 450 nm. Os resultados foram expressos

como a porcentagem de inibicdo em relagdo ao controle.

Para o teste com as formas tripomastigotas, os parasitas foram ressuspendidos em
meio DMEM suplementado com 10% de SFB na concentracgdo de 2 x 108 parasitos/mL.
100 uL da suspensdo foram adicionados em cada pogo-teste da placa de 96 pocgos. As
substancias foram diluidas em DMEM e testadas nas diferentes concentrac@es. A placa
foi incubada por 24 h a 37 °C. Considerando a mobilidade do parasito, 0 que permite
distinguir sua viabilidade, foi utilizado o método Pizzi-Brener, onde uma aliquota de 5
pL de cada amostra foi adicionada em laminas cobertas por laminulas e contadas
imediatamente em microscopio oOptico. A porcentagem de inibicdo foi expressa em

relacéo ao controle do parasita.
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Para o teste com as formas amastigotas, primeiramente foi realizado teste de
citotoxicidade com células LLCMKG3, pois esta linhagem é utilizada para a obteng&o das
formas intracelulares de T. cruzi. Foi utilizado o ensaio de viabilidade celular através da
reducdo do MTT (MOSMANN, 1983). Este método se baseia na capacidade das enzimas
desidrogenases mitocondriais em converter o sal MTT (brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difenil tetrazolio), hidrossolivel e de coloracdo amarela, em cristais de
formazan, insoltvel e de coloracdo purpura. Para isso, células na concentracdo de 2,5 x
10° células/mL, em meio DMEM suplementado com 10% de SFB, foram cultivadas em
placas de 96 pocos e mantidas a 37 °C e 5% de CO2 por 24 h. Apds 24 h, as substancias
foram adicionadas aos pocos teste em concentrac@es de 500 a 1 pug/mL. A placa foi em
seguida incubada durante 96 h. Apos o tratamento, os pocos foram lavados com PBS e
incubados na presenca de 50 pL de MTT (2 mg/mL). Ap6s 4 h de incubagéo, os cristais
de formazan foram solubilizados em DMSO e a leitura da absorbancia realizada a 570
nm em leitor de microplacas Biochrom Asys UVM 340. A porcentagem de células viaveis
foi calculada em relacdo ao controle e a concentragédo citotdxica para 50% (CCsp) foi
determinada por analise de regressdo logaritmica no software Graphpad Prism 7.

Apobs a determinacdo da CCso, células LLCMK; na concentragdo de 2,5 x 10°
células/mL em meio DMEM suplementado com 10% de SFB foram dispensadas em
laminulas de vidro redondas, dispostas em cada po¢o em placa de 24 pocos e incubadas
por um periodo de 24 h em estufa com 5% de CO2 a 37 °C. Apds esse periodo, 0 meio foi
retirado e a placa incubada por mais 24 h na presenca de formas tripomastigotas de T.
cruzi (1 x 107 parasitos/mL) em meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Apds a
interacdo entre os parasitos e as células, com a obtencdo de formas amastigotas
intracelulares, os pocos foram lavados com PBS, e as células tratadas com as substancias
isoladas nas concentragdes de 20 a 1 ug/mL. Em seguida, a placa foi incubada em estufa
de CO2 a 37 °C por 96 horas. Apos esse periodo as células sobre as laminulas foram
fixadas com metanol por 15 minutos e coradas com solucdo de Giemsa 5% por 40
minutos. Entdo, procedeu-se a lavagem das laminulas com agua destilada e apos a
secagem das mesmas, estas foram fixadas sobre lamina de vidro com
resina sintética Permount® (Fisher). A visualizacdo de pelo menos 200 células foi
realizada em microscopio Optico comum e o indice de sobrevivéncia estabelecido
multiplicando-se o percentual de células infectadas com as formas amastigotas pelo

numero meédio de parasitos por célula.
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A droga controle utilizada nos ensaios foi 0 Benznidazol. A concentracdo efetiva
para 50% dos parasitos nas formas tripomastigotas (CEso), e as concentragdes que inibem
a proliferacdo de 50% dos protozoarios nas formas epimastigotas e amastigotas (Clso)
foram determinadas por analise de regressdo linear através do software Graphpad Prism
7.

4.7.10 Teste de atividade anti-Leishmania

Para o teste anti-Leishmania, a linhagem MHOM/BR/75/Josefa da espécie L.
amazonensis foi submetida aos ensaios, que foram realizados de acordo com Moreira et
al. (2019). As formas promastigotas de L. amazonensis foram mantidas em meio Warren
a 25 °C (Brain-Heart Infusion com hemina (10 pg/mL) e acido foélico (10 ug/mL), pH
7.2) suplementado com 10% de SFB inativado. As solugfes estoque das substancias

foram preparadas e armazenadas conforme para o teste anti-T.cruzi.

Neste ensaio realizado em placas de 96 pocos estéreis, as substancias foram
testadas em um espectro de 50 a 1 pug/mL contra as formas promastigotas de L.
amazonensis com 48 h de cultivo e inoculadas para concentracio final no pogo de 1 x 10°
células/mL em meio de cultura suplementado com 10% de SFB. Em seguida, as placas
foram incubadas por 72 h a 25 °C. Ap0s a incubacédo, 50 uL da solu¢do XTT/PMS (0,5
mg / mL XTT) /(0,3 mg / mL PMS) foram adicionados a cada poco, e as placas foram
incubadas por mais 4 h. A leitura foi realizada em leitor de microplacas Biochrom Asys
UVM 340 em 450 nm. Os resultados foram expressos como a porcentagem de inibicao
em relacéo ao controle.

Para o teste com as formas amastigotas de L. amazonensis, assim como no teste
com T. cruzi, primeiramente foi realizado teste de citotoxicidade contra células de
macrofagos murinos da linhagem J774.A1 (ATCC® TIB-67), linhagem utilizada para a
obtenc&o das formas intracelulares. O ensaio de viabilidade celular também foi realizado
através da reducdo do MTT (MOSMANN, 1983), como descrito para a citotoxicidade em
células LLCMKG. Para isso, macrofagos (5 x 10° células/mL), em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de SFB, foram cultivados em placas de 96 pocos e mantidos a
37 °C e 5% de CO; por 24 h. Apos isso, as substancias foram adicionadas em diferentes
concentracdes de 500 a 1 pg/mL e a placa foi incubada durante 48 h. Apds o tratamento,
as células foram lavadas com PBS e incubadas na presenca de MTT (2 mg/mL). Apdés 4
h de incubacéo, os cristais de formazan foram solubilizados em DMSO e a leitura da
absorbancia realizada a 570 nm em espectrofotometro de placas Biochrom Asys UVM
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340. A porcentagem de celulas viaveis e a CCso foi determinada da mesma forma que o
teste de citotoxicidade com células LLCMKG.

Apos a determinacdo de CCso, macrofagos J774.Al foram plagueados em placas
de 24 pocos contendo laminulas redondas, na concentragdo de 5 x 10° células/pogo. As
placas foram incubadas a 34 °C por 24 h e entdo foram adicionados promastigotas de L.
amazonensis na concentragio de 5 x 10° parasitas/mL. A placa foi novamente incubada
nas mesmas condigdes, e entdo foi lavada com PBS e tratada com as substancias nas
concentragOes de 20 a 1 pg/mL. As formas parasitarias foram tratadas com as amostras
por 48 h a 34 °C, e entdo as células sobre as laminulas foram fixadas com metanol por 15
minutos, coradas com kit Panético Rapido (Laborclin) e montadas sobre lamina de vidro
com resina sintética Permount® (Fisher). A visualizacdo de pelo menos 200 células foi
realizada em microscopio Optico comum e o indice de sobrevivéncia estabelecido
multiplicando-se o percentual de macr6fagos infectados com as formas amastigotas pelo
numero médio de parasitos por macrofagos.

A droga controle utilizada nos ensaios foi a Miltefosina. A Clso foi determinada

por andlise de regressdo logaritmica através do software Graphpad Prism 7.

4.7.11 Testes de citotoxicidade in vitro frente a linhagem celular VERO

As substancias foram submetidas a teste de citotoxicidade com células VERO
(ATCC® CCL-81TM), linhagem derivada de rins de macaco verde, utilizando o método
Alamar Blue, segundo Nakayama et al. (1997). Alamar Blue, também conhecido como
resazurina, € um indicador de oxirreducdo bastante utilizado em testes de viabilidade
celular. Células viaveis e com metabolismo ativo reduzem a resazurina, de cor azul, a
uma outra substancia, a resorufina, que apresenta cor rosa. A quantidade de resorufina
produzida é proporcional ao nimero de células viaveis, o que pode ser quantificado por
meio de fluorescéncia (RISS et al., 2016).

As células foram incubadas em placas de fundo chato de 96 pogos em meio
DMEM contendo 10% de SFB, 50 ug/mL de gentamicina (GIBCO) a 37°C em estufa a
5% de CO,. Em seguida, foram plaqueadas na concentragdo de 1 x 10*células/pogo, cada
poco contendo 100 pL da solucdo. As amostras foram solubilizadas em DMSO em uma
concentracéo inicial de 10 mg/mL. Ap6s 24 horas de incubagdo e aderéncia das células

na placa, as mesmas foram tratadas com as amostras diluidas em meio de cultura para as
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concentracgdes finais de 500, 200, 100, 50 e 25 pg/mL. A incubacdo das células tratadas
com as amostras ocorreu durante um periodo de 48 horas.

A porcentagem de viabilidade celular frente as amostras foi avaliada por leitura
de fluorescéncia no Laboratorio de Atividade Bioldgica (BIOPHAR I1) da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas (FCF) — UFAM. Apb6s o periodo de tratamento, foram
adicionados 10 pL de resazurina 0,4% (diluida 1:20). Aguardou-se o periodo de
metabolizacdo da resazurina padronizada, que compreende 2 horas, e entdo foi realizada
a leitura da fluorescéncia a 540 nm em espectrofotdmetro Multimode Detector DTX 800
Beckman Coulter. A porcentagem da viabilidade celular foi calculada em relagdo ao
controle da célula e a concentracdo citotoxica para 50% (CCso) foi determinada por
analise de regressao ndo linear no software Graphpad Prism 7. O teste foi realizado em

triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimento dos extratos etanolicos e fases obtidas por particdo
liquido-liquido

Dentre os extratos de folhas e galhos de todas as espécies, 0 maior rendimento foi
obtido a partir do material de folhas de A. panurensis, e 0 menor rendimento ocorreu no
material de galhos de A. panurensis e A. parviflora. A. panurensis também apresentou
maior diferenca de rendimento quando comparado ao rendimento de folhas e galhos
(Tabela 3).

Tabela 3: Rendimento de extratos etandlicos de folhas e galhos de A. panurensis, A. parviflora e A. ferrea.

Espécie Parte da Material vegetal ~ Extrato obtido Rendimento
planta (), () (%)
A. panurensis folhas 1612,6 143,03 8,8
' galhos 1766,03 38,6 2,1
A. panviflora folhas 12119 77,6 6,4
' galhos 3685,9 78,1 2,1
A ferrea folhas 1280,02 59,4 4,6
' galhos 795,05 38,7 48

Os extratos etandlicos foram submetidos a parti¢des liquido-liquido com solventes
em ordem crescente de polaridade: hexano (Hex), cloroférmio (CHCIs) e acetato de etila
(AcOEt), sendo a fase hidroalcdolica restante nomeada fase residual (F. Residual).

Na espécie A. panurensis, a fase hexanica apresentou maior rendimento tanto em
folhas quanto em galhos. Mais de 75% do rendimento em folhas foi obtido nas duas fases
mais apolares, com 54% do rendimento total na fase hexanica. Nos galhos, apesar da fase
em hexano ter apresentado o maior rendimento, observou-se uma desigualdade menor
com relacgdo as fases de maior polaridade. As folhas de A. parviflora apresentaram um
maior rendimento na fase em CHClIs3 (53,22 %) seguida pela fase hexanica (21,46 %). Em
contrapartida, nos extratos de galhos o maior rendimento foi de compostos mais polares
presentes na fase residual, com 42,54 % de rendimento. Em folhas de A. ferrea, as fases
obtidas ndo apresentaram grandes diferencas com relacdo ao rendimento. Ao contrario
das folhas, o rendimento em galhos foi majoritariamente da fase residual (hidroalcoolica),
com 74,01 % (Tabela 4).
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Tabela 4: Rendimento de fases obtidas por particao liquido-liquido de folhas e galhos de A. panurensis, A.
parviflora e A. ferrea.

Espécie Parte da planta Rendimento das fases (%0)
Hex CHCIs AcOEt F. Residual

Folhas 54,45 20,81 6,96 12,61

A. panurensis Galhos 30,43 24,25 20,38 20,97
Folhas 21,46 53,22 8,11 13,28

A. parviflora Galhos 17,1 18,32 22,01 42,54
Folhas 26,03 17,55 23,52 25,68

A. ferrea Galhos 3,21 4,19 9,48 74,01

5.2 Testes biolégicos com extratos e fases obtidas por particdo liquido-
liquido

Os extratos etandlicos obtidos por maceracéo e fases obtidas por particao liquido-
liquido foram submetidos a um screening biolégico contra uma ampla gama de bactérias
e contra o parasita P. falciparum, a fim de identificar amostras com maior potencial

antimicrobiano.

5.2.1 Teste antibacteriano dos extratos e fases de parti¢cdo por difusdo em agar e
microdiluicdo em caldo

Incialmente, os extratos etanolicos e suas fases em diferentes polaridades foram
submetidos a um teste antibacteriano qualitativo por difusdo em agar contra oito bactérias
gram positivas e vinte e trés bactérias gram negativas.

Entre as trés espécies apenas amostras de A. panurensis exibiram bioatividade. Os
extratos etandlicos e fases em hexano e cloroférmio de folhas e galhos de A. panurensis
apresentaram halos de inibicdo contra cinco bactérias gram positivas: B. subtilis, Strep.
mutans, Staph. simulans, Staph. aureus e Staph. aureus resistente a meticilina (MRSA).
A fase em acetato de etila do extrato etandlico de galhos apresentou pequenos halos de
inibicdo contra as linhagens de Staph. aureus e MRSA.

As fases hexanicas, tanto em folhas quanto em galhos, apresentaram um maior
halo com relacdo as outras amostras frente as cepas do género Staphylococcus, sendo o
maior halo observado na fracdo hexanica de galhos, com 30 mm de didmetro frente a
Staph. simulans. Com relacdo a cepa de B. subtilis, os maiores halos foram dos extratos

etanolicos e fracGes em hexano de folhas e galhos (Tabela 5).
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Tabela 5: Média dos halos de inibi¢io + desvio padrdo de amostras de folhas e galhos de A. panurensis
frente as bactérias B. subtilis, Strep. mutans, Staph. simulans, Staph. aureus e MRSA.

Halos de inibigéo (mm)

Parte da planta Amostra B. subtilis Strep. Staph. Staph. MRSA
mutans simulans aureus
Extrato ETOH 12+0,5 10£1,0 22+1,5 20+1,1 19+0,5
Fase Hex 12+0,5 19+1,0 25+1,0 22+1,0 22+0,0
Folhas Fase CHClI; 9+1,0 940,0 1240,0 13+1,0 12+0,5
Fase AcOEt - - - - -

Fase Residual - - - - -

Extrato ETOH  13+0,5  18,0+0,0 22+1,0 22+0,0 19+1,0

Fase Hex 13+0,0  26,5+2,1 30+0,5 23+1,0 25+0,0

Galhos Fase CHClI; 11+0,5 17£1,0 20+1,0 20+1,0 22+0,5
Fase AcOEt - - - 10+0,5 10+0,0

Fase Residual - - - - -

TIENAM 30+2,0 39+1,0 29+2,6 39+1,5 34+2,0

(-): ndo exibiram halos de inibicéo.

As amostras de A. panurensis que exibiram atividade positiva no teste de difuséo
em &gar foram submetidas ao teste de suscetibilidade antibacteriana por microdiluicao
em caldo, para determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM). Os resultados
podem ser observados na Tabela 6.

O extrato etanolico de galhos exibiu a menor CIM frente a Staph. aureus e Staph.
simulans, assim como a sua fase hexanica frente as trés cepas de Staphylococcus e Strep.
mutans. Quanto ao extrato e fase hexanica de folhas, ambos exibiram CIM de 15,62
Hg/mL contra as linhagens estafilococicas e estreptocdcicas. Dentre as fases em CHCls,
a fase oriunda do extrato etanolico de galhos apresentou boa atividade, com CIMs que
variaram de 7,8 a 15,62 pg/mL frente as cepas de Staphylococcus e 31,25 pg/mL frente
a Strep. mutans. A fase em acetato de etila de galhos de A. panurensis, que produziu halos
contra as bactérias Staph. aureus e MRSA no teste de difusdo em agar, apresentou fraca
atividade contra as duas bactérias. O melhor resultado contra B. subtilis foi obtido da fase

hexanica de galhos, com CIM de 15,62 pg/mL.
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Tabela 6: Concentragdo Inibitéria Minima das amostras de folhas e galhos de A. panurensis (ug/mL) frente
as bactérias B.subtilis, Strep. mutans, Staph. simulans, Staph. aureus e MRSA.

Concentracao Inibitéria Minima (ug/mL)

Amostra B. subtilis Strep. Staph. Staph. MRSA
mutans simulans aureus
Extrato ETOH 500 250 15,62 15,62 15,62
Folhas
Fase Hex 31,25 15,62 15,62 15,62 15,62
Fase CHCI; 1000 250 125 125 250
Extrato ETOH 250 31,25 7,8 7,8 15,62
Fase Hex 15,62 7,8 7,8 7,8 7,8
Galhos Fase CHCl; 62,5 31,25 7.8 7.8 15,62
Fase AcOEt NT NT NT 500 500
TIENAM 0,12 0,06 0,06 0,06 0,06

NT= ndo testada.

De acordo com Mahamat et al. (2019), uma CIM < 62,5 ug/mL representa muito
boa atividade antimicrobiana, CIM > 62,5 e < 125 ug/ mL boa atividade, CIM > 250 e <
500 pg/mL moderamente ativa e CIM > 500 pg/mL, pouco ativa. As fases em hexano e
cloroférmio, especialmente as oriundas dos galhos, exibiram alta atividade antibacteriana,
tornando-se um 6timo objeto de estudo para o isolamento de substancias antimicrobianas.

Souza (2014) avaliou a atividade antibacteriana das trés espécies de Aniba
utilizadas neste trabalho, e também coletadas no periodo que compreende o més de marco,
porém nos anos de 2008 e 2009. A. panurensis foi a Unica planta bioativa, assim como no
presente estudo. Os extratos etandlicos de folhas e galhos apresentaram halos de inibicéo
contra cinco bactérias gram positivas (B. subtilis, Strep. agalactiae, Staph. simulans,
Staph.aureus e MRSA) e apenas uma bactéria gram negativa (Acinetobacter baumannii).
Porem, a fracédo alcaloidica e um alcaloide isolado dos galhos apresentaram bioatividade
apenas contra as bactérias gram positivas B. subtilis, Staph. simulans, Staph.aureus e
MRSA. As CIMs dos extratos etanolicos de folhas e galhos foram avaliadas em um
espectro de 5000 a 600 pg/mL, onde ambos apresentaram atividade na menor
concentracdo testada, exceto para a bactéria Staph. aureus, para a qual foi apresentada
CIM de 2,5 mg/mL.

No trabalho de Bastos (2015), as trés espécies, coletadas em novembro de 2013,
exibiram os melhores resultados para a continuidade dos estudos, especialmente A.
panurensis. Os extratos etanolicos e as fracdes alcaloidicas de folhas e galhos foram

ativos para as mesmas bacterias quando comparados ao trabalho de Souza (2014). Porém,
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a fase obtida em acetato de etila e a fase residual exibiram halos de inibicdo especificos
para as bactérias gram positivas. Além de A. panurensis, amostras de A. ferrea e A.
parviflora também produziram halos de inibicdo contra bactérias gram positivas e uma
gram negativa, neste caso Salmonella cholerasuis. A atividade antibacteriana dos
extratos etandlicos de folhas e galhos de A. panurensis foram avaliados em um espectro
de 1000 a 1,95 pg/mL, e apresentaram CIMs de 62,5 pg/mL contra MRSA, Staph.
simulans e B. subtilis, e 250 pg/mL frente a Staph. aureus. As fases em AcOEt mostraram
boa atividade contra Staph. aureus (CIM 31,25 pg/mL) e a fase residual de folhas exibiu
apenas baixo potencial contra Staph. simulans.

Tanto este trabalho quanto os trabalhos de Souza (2014) e Bastos (2015)
utilizaram plantas coletadas na Reserva Florestal Adolpho Ducke, do INPA, na cidade de
Manaus e tiveram as amostras testadas a partir de 5 mg/mL. Os resultados obtidos neste
estudo foram semelhantes aos resultados de Souza (2014), onde apenas A. panurensis
apresenta potencial antibacteriano dentre as trés espécies de Aniba investigadas. Ao
contrario do trabalho de Bastos (2015), as fases mais polares de A. panurensis ndo
exibiram nenhuma atividade e amostras de A. parviflora e A. ferrea também néo
produziram halos de inibig&o.

Ha uma dificuldade de comparacdo de resultados quando se avalia atividade
antimicrobiana de extratos, pois ha muitas variaveis, como aspectos climaticos que
influenciam a composi¢cdo quimica, o estadgio de desenvolvimento do vegetal a ser
coletado, parte da planta estudada, forma de preparar o material a ser pesquisado e 0s
protocolos seguidos nos experimentos (AURICCHIO; BACCHI, 2003). Diferencas nos
resultados também podem ocorrer devido a sazonalidade na regido amazonica. E relatada
a influéncia dos fatores ambientais na producdo dos compostos secundarios das plantas,
resultando em produtos vegetais com diferentes composi¢fes quimicas, e, com isto,
capacidades distintas para inibi¢do de crescimento microbiano. A quantidade e, as vezes,
até mesmo a natureza dos constituintes ativos ndo é constante durante o ano. Séo
relatadas, por exemplo, varia¢fes sazonais no contetido de praticamente todas as classes
de metabolitos secundarios (GOBBO-NETTO; LOPES, 2007).

Em ambos os trabalhos é observada uma especificidade da atividade dos
metabdlitos de A. panurensis para bactérias gram positivas, especialmente para o género
Staphylococcus. A auséncia de uma membrana externa em bactérias gram positivas, esta
presente em cepas gram negativas, resulta em uma maior sensibilidade a muitos
antimicrobianos (ADESOKAN; AKANJI; YAKUBU, 2007). Apesar disso, bactérias
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gram positivas, especialmente estafilococicas, sdo um grande problema para a saude no

mundo, devido a sua alta capacidade de adquirir resisténcia (KRISHNA et al., 2019).

5.2.2 Teste antiplasmodico de extratos e fases de particdo

Os extratos etandlicos e suas respectivas fases obtidas por particdo foram
avaliados contra a linhagem FRC3 de P. falciparum, uma cepa cloroquina resistente. Os

valores de Clso podem ser observados na Tabela 7.

Tabela 7: Valores de Clsg de extratos e fases de A. panurensis, A. parviflora e A. ferrea.

Espécie Amostra Folhas Galhos
(Clso pg/mL) (Clso pg/mL)

Extrato ETOH 35,21 34,5

A. panurensis Fase Hex 15,08 20,54
Fase CHCI; 42,79 31,48

Extrato ETOH 29,03 -

A. parviflora Fase Hex 35,87 47,58
Fase CHCI; 42,86 33,48

A. ferrea Fase CHCI; 43,72 48,32

Clso Quinino (droga controle): 0,1 pg/mL

Dentre amostras de A. panurensis, 0s extratos etanélicos de folhas e galhos e suas
fases hexanicas e cloroférmicas foram ativas. A fase hexanica de folhas apresentou o
melhor resultado dentre todas as amostras testadas, com Clsg de 15,08 pg/mL, seguida da
fase hexanica de galhos, que obteve Clso de 20,54 pg/mL. As demais amostras
apresentaram Clso que variaram de 31 a 42 pg/mL. Dentre os extratos de A. parviflora,
apenas o extrato de folhas apresentou atividade, com Clsg de 29,03 pg/mL. As suas fases
em hexano e CHCI3 de folhas e galhos obtiveram Clso que variaram de 33 a 47 pg/mL.
Das amostras de A. ferrea, apenas suas fases obtidas em CHCIs; (folhas e galhos)
apresentaram inibicao parasitaria nas concentracdes testadas.

Considerou-se uma boa atividade antiplasmodica, amostras que apresentaram Clso
< 10 pg/mL. Valores de Clso entre 10 e 100 pg/mL foi considerado como atividade
moderada e acima de 100 pg/mL baixo potencial (AMARANTE et al., 2011). Partindo
deste principio, pode-se considerar que todas as amostras supracitadas exibiram potencial

antiplasmaddico moderado frente a esta linhagem.
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Bastos (2015) também avaliou a atividade antiplasmadica de folhas e galhos das
trés espécies nas mesmas concentragdes, porém nenhuma das espécies apresentou
atividade. Essa diferenca pode ter se dado ao periodo de coleta das plantas e também a
diferenca nas linhagens testadas, uma vez que no trabalho anterior foi utilizada a linhagem

3d7gfp de P. falciparum.

5.3 Bioautografia das fases Hex e CHCIs de folhas e galhos de A.
panurensis

A bioautografia € uma técnica hibrida que utiliza placas de CCD acopladas a
ensaios antibacterianos. E simples, eficaz e barata, consistindo na separacdo de
constituintes de uma mistura complexa e, ao mesmo tempo, localizando constituintes
ativos na placa de CCD. Sua principal vantagem para outros métodos, é que esta é uma
técnica que obtém resultados rapidamente para uma triagem de um grande numero de
amostras, nas quais serdo realizados fracionamentos bioguiados, norteando esses
fracionamentos (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

A partir dos resultados obtidos do screening de extratos e fracOes de particdo, foi
observado um alto potencial de A. panurensis para a atividade antibacteriana,
especialmente de suas fases em hexano e cloroférmio. Por conta disso, estas amostras
foram submetidas a ensaios de bioautografia, a fim de nortear futuros isolamentos de
substancias antibacterianas.

Foram realizados testes de bioautografia das fases em hexano e cloroférmio contra
as bactérias Staph. aureus, MRSA e Staph. simulans. Os resultados obtidos das fracoes
foram semelhantes, quando comparadas as trés linhagens testadas, com formacéo de halos
nos mesmos Rfs, inclusive a linhagem MRSA, que é a cepa de maior importancia clinica.

A fase em hexano de folhas de A. panurensis foi eluida duas vezes em Hex: AcOEt
(3:7) e produziu halos nos Rfs de 0,18 a 0,58, principalmente, na faixa que envolve as
duas bandas azuis presentes nos Rfs 0,47 e 0,54 na leitura em UV 365 nm e Rf 0,50 em
UV 254 nm (Figura 18).

A fase em CHCIs de folhas foi eluida em Hex:AcOEt (1:9) e produziu halos em
torno das bandas majoritarias azuis em UV 365 nm, e que compreenderam os Rfs 0,44 a
0,84 em todos os reveladores (Figuras 19). Esta fracdo também foi eluida em
DCM:MeOH 9:1, com a finalidade de identificar possivel atividade em substancias mais
polares. Nesta fragdo foi observado um halo em uma banda com menor absorgdo nos

reveladores utilizados, que compreende o Rf 0,49 frente & bactéria Staph. simulans.
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(Figura 20). Esta bactéria é pertencente ao grupo de estafilococos coagulase-negativa
(ECN) e reportada estar envolvida em diversas infec¢cbes em humanos, como infecgbes
oftalmoldgicas (OLIVEIRA et al., 2007), na pele e tecidos moles (SHIELDS;
TSCHETTER; WANAT, 2016) e pneumonia (CUNHA et al., 2002). A formacao deste
halo neste Rf, que possui pequena mancha vermelha em UV 365 nm, foi o Unico que

diferiu dos demais resultados de bioautografia entre as trés bactérias.

Figura 18: Bioautografia da fase hexéancia de folhas de A. panurensis eluida duas vezes em Hex:AcOEt
(3:7) frente a MRSA. A= UV 365 nm; B= UV 254 nm; C= revelador vanilina sulfirica; D= teste de
bioautografia.

c % R

Figura 19: Bioautografia da fase CHCI; de folhas de A. panurensis eluida duas vezes em Hex:AcOEt (1:9)
frente a MRSA. A= UV 365 nm; B= UV 254 nm; C= revelador vanilina sulfurica; D= teste de bioautografia.
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Figura 20: Bioautografia da fase CHCI; de folhas de A. panurensis eluida duas vezes em DCM:MeOH (9:1)
frente a Staph. simulans A= UV 365 nm; B= UV 254 nm; C= revelador vanilina sulfurica; D= teste de
bioautografia.

A fase hexanica de galhos, eluida em Hex:AcOEt (3:7) por duas vezes, exibiu
halos entre os Rfs 0,21 e 0,57. Os halos maiores ocorreram principalmente entre os Rfs
0,43 e 0,53, que compreendem as duas manchas majoritarias azuis em UV 365 nm, as
guais também se mostraram como as bandas mais visiveis em UV 254 nm (Figura 21).

A fase CHCIs de galhos, eluida em Hex:AcOEt (3:7) por duas vezes, apresentou
halos maiores entre os Rfs 0,53 e 0,76, e com pequena inibicdo na area que compreende
os Rfs 0,32 a 0,51 (Figura 22). A érea da placa de CCD que apresentou atividade possuli
duas manchas de maior absorcdo nos reveladores utilizados, cujas cores sao amarelas no
revelador vanilina sulfarica, além de serem visiveis em UV 365 nm e UV 254 nm. Além
disso, manchas com menor absorcéo, logo abaixo, nos Rfs 0,6 e 0,53 em UV 365 nm e
254 nm, apresentaram halos com tamanho semelhante aos compostos majoritarios.

Assim como na fase CHClz de folhas, foi realizada elui¢éo para a identificagdo de
atividade antibacteriana de substancias mais polares na fase CHCIs; de galhos de A.
panurensis. Esta fracdo foi eluida em CHCI3:MeOH (9,5:0,5), onde foram observados
halos entre os Rfs 0,35 a 0,77 e a presenca de inibi¢cdo antimicrobiana na regido de bandas

mais polares, especialmente na regido do Rf 0,41 (Figura 23).
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Figura 21: Bioautografia da fase hexanica de galhos de A. panurensis eluida duas vezes em Hex:AcOEt
(3:7) frente @ MRSA. A= UV 365 nm; B= UV 254 nm; C= revelador vanilina sulfirica; D= teste de

bioautografia.
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Figura 22: Bioautografia da fase CHCI; de galhos de A. panurensis eluida duas vezes em Hex:AcOEt (3:7)
frente a MRSA. A= UV 365 nm; B= UV 254 nm; C=revelador vanilina sulfirica; D= teste de bioautografia.
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Figura 23: Bioautografia da fase CHCl3 de galhos de A. panurensis eluida em CHCI3:MeOH (9,5:0,5)
frente 8 MRSA. A= UV 365 nm; B= UV 254 nm; C= revelador vanilina sulfirica; D= teste de

bioautografia.
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Em trabalhos bioguiados, as metodologias comumente utilizadas em bioensaios,
como difusdo em agar em disco ou poco, ou microdiluicdo em caldo, avaliam todas as
fracBes obtidas em um fracionamento quimico, utilizando um maior nimero de materiais
e levando um tempo relativamente maior para a execucdo. A técnica da bioautografia
apresenta um bom custo-beneficio quando comparada as outras técnicas, direcionando o
estudo ndo s6 para as fragbes de interesse, como também para as substancias destas
fracBes que possuem a bioatividade. 1sso é possivel pela caracterizacdo dessas substancias
utilizando reveladores quimicos nas analises de CCD. A partir dos resultados obtidos
neste estudo, utilizando a bioautografia, é possivel focar diretamente na purificacéo destas
manchas bioativas, as quais sdo identificadas nas fracdes, através dos reveladores

quimicos, pela cor, pelo Rf, e pela intensidade na absorcéo.

5.4 Isolamento e identificacéo dos constituintes

5.4.1 Fracionamento quimico da fracdo CHCIs de galhos de A. panurensis

A partir dos resultados de triagem da atividade bioldgica de extratos e fracdes das
trés especies, foi observado que A. panurensis foi a Unica espécie a apresentar atividade
em todos os testes bioldgicos. Por conta disso, foi dado prioridade ao fracionamento e
isolamento de seus constituintes.

A fase em CHCIs de galhos mostrou alta atividade antibacteriana e produziu halos
de inibicdo consideraveis na bioautografia. Com esta fracao foi realizada Cromatografia
em Coluna Flash utilizando 3,5 g de massa para a obtengdo da “farofa”. Utilizou-se uma
coluna de 2,0 cm de diametro, onde foi inserida a fase estacionaria (Silica Flash® F60 da
marca SILICYCLE) empacotada a uma altura de 20 cm. Os eluentes e a corrida
cromatografica foram definidos a partir das analises em CCD. A eluicdo foi em gradiente,
utilizando os solventes CHCIs, AcOEt e MeOH, em gradiente crescente de polaridade
(Tabela 8). As fragdes coletadas (100 mL) foram concentradas em evaporador rotativo,
e, apbs a eliminacdo completa do solvente, foram obtidas suas massas e estas foram
analisadas por CCD. Para a observacdo do perfil quimico, as placas foram eluidas em
DCM:ACOEt (7:3) e reveladas em UV 254 nm, UV 365 nm, vanilina sulfurica e
Dragendorff, este Gltimo sendo indicador de alcaloides (Figura 24).
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Tabela 8: Eluentes utilizados no fracionamento quimico da fase CHCI3 do extrato etandlico de galhos de
A. panurensis.

Fragoes Eluentes

1 CHCl3100%

2 CHCI3:AcOEt 97:3
3 CHCI3:AcOEt 95:5
4 CHCI3:AcOEt 93:7
5 CHClI3:AcOEt 90:10
6 CHCI5:AcOEt 80:20
7 CHCI3:AcOEt 70:30
8 CHCI3:AcOEt 60:40
9 CHCI3:AcOEt 50:50
10 MeOH 100%
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Figura 24: Placas de CCD das fracbes obtidas em cromatografia em coluna FLASH da fase CHCI; do
extrato etanolico de galhos de A. panurensis eluidas em DCM:AcOEt (7:3). (A= UV 365 nm; B= UV 254
nm; C= Vanilina sulfirica; D= Dragendorff)
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No teste de bioautografia desta fracdo, a principal regido que exibiu halos de
inibicdo estava na parte mais apolar da placa, que continha substancias majoritarias com
coloragdo amarela, quando revelados em vanilina sulfdrica, em dois Rfs proximos (Figura
25). Estas substancias apresentaram-se majoritariamente nas fraces F4 a F5 da coluna
(Figura 24.C). Além disso, em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa QBioma
(BASTOS, 2015; SOUZA, 2014), foi sugerida a atividade antibacteriana desta fracéo a
substancia amarela de Rf 0,75 (Figura 25). Por estes motivos, estas fracbes foram

trabalhadas para o isolamento de constituintes.

Figura 25: Fase em CHCI; de galhos A. panurensis eluida duas vezes em Hex:AcOEt (3:7). A=
bioautografia da fracdo; B= placa revelada em vanilina sulfirica.

Ap0s os resultados obtidos com as substancias isoladas das fracGes F4 e F5, foi
realizado teste de bioautografia com as frac6es da coluna. As fracGes F6 e F7 foram as
Unicas que produziram halos de inibi¢éo (Figura 26), e com isso se tornaram alvos para o

isolamento de constituintes.

Figura 26: Bioautografia das fragdes F6 e F7 da coluna cromatografica de fase em CHClIs de A. panurensis.
Eluentes: DCM:AcOEt 7:3. A= 365 nm; B= 254 nm; C= Vanilina sulfurica; D= Teste de bioautografia;
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5.4.2 Purificacdo e isolamento de substancias
5.4.2.1 Substancia 1

Apesar de ndo estar entre as fracdes relacionadas a atividade antibacteriana, na
fracdo 3 da coluna cromatografica (18 mg) observou-se a formacgdo de um precipitado
quando adicionado metanol. A partir de lavagens da fragdo com metanol, foram obtidos
8,5 mg de um solido branco (substancia 1), que exibiu uma unica mancha nas analises de
CCD (Figura 27). A amostra, quando analisada por espectrometria de massas no modo
positivo, utilizando fonte de ionizagdo APCI, produziu o ion m/z 229. A partir dos dados
de RMN de 'H e de B3C, DEPT, COSY, HSQC e HMBC, esta substancia isolada dos
galhos de A. panurensis foi confirmada no trabalho de Silva (2018) como 4-metoxi-6-
[(E)-2-feniletanil]piran-2-ona (4-metoxi-6-trans-estiril-pirano-2-ona), mais conhecida
como 5,6 dehidrokawaina. Os dados experimentais encontram-se no Anexo 1. Esta
molécula é uma estirilpirona ja isolada em outras espécies de Aniba, como, A. firmula,
(GOTTLIEB; MORS, 1959), A. heringerii (MORS et al., 1962), A. gardneri e A.
permollis (REZENDE et al., 1971).
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Figura 27: Espectro de massas em fonte APCI modo positivo, placa de CCD (DCM:AcOEt 9:1) e estrutura
quimica da substancia 1. Reveladores CCD: A) UV 365 nm; B) UV 254 nm; C) Vanilina sulfirica.

5.4.2.2 Substancia 2

A fracdo F4, que teve 79,4 mg de rendimento, apresentou mancha majoritaria
amarela em vanilina sulfarica, e também manchas com coloracdo preta no revelador
Dragendorff, com Rf de 0,77 quando eluida em DCM:AcOEt (7:3) (Figura 24). Esta
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fracdo foi cristalizada e recristalizada em acetona a quente produzindo 33,4 mg de um
cristal amarelo (substancia 2), que exibiu uma mancha Unica quando analisado em CCD
(Figura 28). Este cristal, quando submetido a andlise por espectrometria de massas no
modo positivo utilizando fonte de ionizacdo APCI, produziu o ion m/z 273 e com a
presenca de alguns picos relacionados a fragmentacao da molécula, como mostrado no
trabalho de Silva (2018), onde foi identificada por dados espectroscopicos e
espectrométricos como a estirilpirona 4-metoxi-11,12-metilenodioxido-6-trans-estiril-

pirano-2-ona. Dados experimentais do RMN da substancia 2 encontram-se no Anexo 2.
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Figura 28: Espectro de massas em fonte APCI modo positivo, placa de CCD (DCM:AcOEt 9,5:0,5) e
estrutura quimica da substancia 2. Reveladores CCD: A) UV 365 nm; B) UV 254 nm; C) Vanilina
sulfarica.
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5.4.2.3 Substancia 3

A fracdo F5, que obteve 278,2 mg de rendimento, também apresenta mancha
majoritaria amarela em vanilina sulfurica, porém no Rf 0,68 em DCM:AcOEt (7:3)
(Figura 24). Apos anélises de CCD, 109 mg desta fragdo foram submetidos a um novo
fracionamento com cromatografia em coluna Flash, em coluna de 1,0 cm de diametro e
com altura da fase estacionaria de 22,0 cm, utilizando os solventes CHCI3:AcOEt em

gradiente crescente de polaridade (Tabela 9).
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Tabela 9: Eluentes utilizados no fracionamento quimico da fracdo F5 da fase em CHCI; do extrato etandlico
de galhos de A. panurensis.

Fracoes Eluentes

F5.1 CHCI5100%

F5.2 CHCI3:AcOEt 97:3
F5.3 CHCl3:AcOEt 95:5
F5.4 CHCI3:AcOEt 93:7
F5.5 CHClI3:AcOEt 90:10
F5.6 CHCl3:AcOEt 85:15
F5.7 CHCI3:AcOEt 80:20
F5.8 CHClI3:AcOEt 50:50
F5.9 AcOEt 100%

Das 9 subfracGes obtidas (Figura 29), as subfragdes F5.7 (11,2 mg) e F5.8 (44,4
mg) foram reunidas e cristalizadas e recristalizadas em metanol a quente, produzindo 28,1

mg de um cristal branco (substancia 3).
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Figura 29: CCD das subfragdes (F5.1 a F5.9) obtidas em cromatografia em coluna Flash da fracdo F5 da
fase em CHCl3 de galhos de A. panurensis. Eluentes: DCM:ACOEt 9:1 por duas vezes; Revelador: vanilina
sulfurica.

Apos analises de RMN (Anexo 3), esta molécula foi identificada no trabalho de
Silva (2018) como a estirilpirona 6,6'-(2,4-Bis(3,4-dimetoxifenil)ciclobutano-1,3-
diil)bis(4-metoxi-2H-piran-2-ona) ou rel-(6R, 7S, 8S, 5°’S)-4’-metoxi-8-(11, 12-
dimetoxifenil-7-[6-(4 metoxi-2-piranil]-6-(E)-estiril- 1’-oxabiciclo [4,2,0] octa-4’-en-2’-

ono, que possui massa molecular de 576 g/mol (Figura 30).

84



Emily_15_08 #6568 RT: 1,12-1,17 AV:4 NL: 2,62E8
T: + ¢ APCIQ1MS [100,000-1000 000] .
289 MeO
100
90

80

7o—f
i Rf: 0,48
605
50—5

404

Relative Abundance

30
20 OMe
1 250

] 577
1101 155 1§T 207 259 2£‘?1 §2|1 ?39 369 415 435 479 5?1 533 i 578 602 663 691 734 755 803 856 880 898 941 970 997
L R I B R L L B R R B R R R B L S B R B M L I e L L R AN L LR AR AN RRAR R
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
miz

o

Figura 30: Espectro de massas em fonte APCI modo positivo, placa de CCD (DCM:AcOEt 1:9) e estrutura
quimica da substancia 3. Reveladores CCD: A) UV 365 nm; B) UV 254 nm; C) Vanilina sulfurica.

Quando comparada com a literatura esta molécula foi associada a um dimero de
uma estirilpirona ja isolada na espécie Aniba sp., a aniba-dimero A (ROSSI; YOSHIDA,;
MAIA, 1997). Importante destacar que este cristal, quando analisado no modo positivo
em fonte APCI detectou majoritariamente o ion de m/z 289, que corresponde ao

mondmero da molécula.

Né&o foi possivel obter a substancia de cor amarelada em vanilina sulfdrica, em Rf

0,8 (Figura 25), na forma pura, que era o principal alvo de isolamento desta fragéo.

5.4.2.4 Substancia 4

Como dito anteriormente, substancias que produziram halos de inibi¢do estavam
presentes nas fracoes F6 e F7. A fragdo F7 obteve 361,2 mg de rendimento e por estar
relativamente mais pura, com relacéo a fracdo F6, foi trabalhada para o isolamento desta
substancia.

Foi realizada uma cromatografia em coluna Flash de F7 (C1F7) utilizando os
solventes Hex:AcOEt em gradiente crescente de polaridade (Tabela 10), em coluna de
1,5 cm de diametro e fase estacionaria de 20 cm de altura. Foram coletadas 15 subfracfes
(80 mL) (Figura 31). A fracdo C1F7.6 (Hex:AcOEt 6:4), apresentou-se majoritariamente
frente as outras, com 239,4 mg de rendimento, e com atividade na bioautografia (Figura

32). Portanto, foi feita uma nova coluna com esta subfragéo.
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Tabela 10: Eluentes utilizados no fracionamento quimico da fracdo F7 da fase em CHCI; do extrato
etandlico de galhos de A. panurensis - C1F7.

Fracoes Eluentes Fragoes Eluentes
ClLF7.1 Hex 100% C1F7.9 Hex:AcOEt 45:55
ClF7.2 Hex:AcOEt 90:10 C1F7.10 Hex:AcOEt 40:60
CI1F7.3 Hex:AcOEt 80:20 C1F7.11 Hex:AcOEt 35:65
C1F7.4 Hex :AcOEt 70:30 ClF7.12 Hex:AcOEt 30:70
C1F7.5 Hex:AcOEt 65:35 C1F7.13 Hex:AcOEt 25:75
ClF7.6 Hex:AcOEt 60:40 Cl1F7.14 Hex:AcOEt 20:80
C1F7.7 Hex:AcOEt 55:45 C1F7.15 AcOEt 100%
C1F7.8 Hex:AcOEt 50:50
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Figura 31: CCD em Hex:AcOEt (1:1) das subfracdes obtidas em cromatografia em coluna Flash da fragéo
F7 da fase em CHCI; de galhos de A. panurensis (C1F7), com C1F7.6 destacada em tracejado vermelho.
A) 365nm; B) 254nm; C) Vanilina sulfurica.
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Figura 32: Bioautografia de C1F7.6 eluida em DCM:AcOEt (7:3) contra MRSA.

A fim de purificar a fracdo C1F7.6, esta foi submetida a uma nova coluna

cromatogréfica (C2F7), com 1,5 cm de didametro e 20 cm de altura, utilizando os eluentes

CHCI3:AcOEt em gradiente crescente de polaridade (Tabela 11). Foram coletadas 11
subfracbes (80 mL), das quais C2F7.3 (15 mg), C2F7.4 (172 mg) e C2F7.5 (37,9 mg)

apresentaram as manchas de interesse (Figura 33). Porém, devido ao maior grau de pureza

e mesmo perfil quimico, segundo os reveladores, foi dada a continuacéo da purificacdo a
partir das subfracbes C2F7.4 e C2F7.5.

Tabela 11: Eluentes utilizados no fracionamento quimico de C2F7.

Fracdes Eluentes Fracdes Eluentes
C2.F7.1 CHCI5100% C2F7.7 CHCI3:AcOEt 65:35
C2F7.2 CHCI3:AcOEt 90:10 C2F7.8 CHCI3:AcOEt 60:40
C2F7.3 CHCI3:AcOEt 85:15 C2F7.9 Hex:AcOEt 55:45
C2F7.4 CHCI3:AcOEt 80:20 C2F7.10 Hex:AcOEt 50:50
C2F7.5 CHCI5:AcOEt 75:25 C2F7.11 AcOEt 100%
C2F7.6 CHCI3:AcOEt 70:30
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Figura 33: CCD em Hex:AcOEt (1:1) das subfrages obtidas em coluna cromatogréafica Flash de C2F7,
com C2F7.4 e C2F7.5 destacadas em tracejado vermelho. A) 365nm; B) 254nm; C) Vanilina sulfarica.

A partir de andlises de CCD das subfracdes C2F7.4 e C2F7.5, eluindo as placas
em DCM:ACcOEt 9:1 por duas vezes, foi possivel observar a presenca de mais substancias
e em Rfs muito proximos (Figura 34). Estas subfracGes foram entdo reunidas e 104 mg
foram submetidos a coluna cromatogréfica Flash (C3F7), de 1,0 cm de didmetro e 20 cm
de altura, que tinha como fase movel os eluentes DCM:AcOEt, iniciando em 100:0 e

aumentando lentamente a polaridade, até que o gradiente chegasse a 946 (Tabela 12).

RS

Figura 34: CCD das subfragdes C2F7.4 e C2F7.5 eluidas em DCM:AcOEt 9:1 por duas vezes. Revelador:
Vanilina sulfurica.
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Tabela 12: Eluentes utilizados no fracionamento quimico de C3F7.

Fracdes Eluentes Fracdes Eluentes
C3F7.1 DCM 100% C3F7.9 DCM:AcOEt 97:3
C3F7.2 DCM:AcOEt 99,5:0,5 C3F7.10 DCM:AcOEt 96,5:3,5
C3F7.3 DCM:AcOEt 99:1 C3F7.11 DCM:AcOEt 96:4
C3F7.4 DCM:AcOEt 98,5:1,5 C3F7.12 DCM:ACOEt 95,5:4,5
C3F7.5 DCM:ACOEt 98:2 C3F7.13 DCM:ACcOEt 95:5
C3F7.6 DCM:ACOEt 97:2,5 C3F7.14 DCM:ACcOEt 95:5
C3F7.7 DCM:ACOEt 97:2,5 C3F7.15 DCM:ACcOEt 94:6
C3F7.8 DCM:AcOEt 97:2,5 C3F7.16 AcOEt 100%

Foram coletadas 16 subfragdes (20mL), que foram reunidas de acordo com o perfil
quimico (Figura 35). A bioautografia das subfrac@es reunidas C3F7.5 + C3F7.6 + C3F7.7

(28,7 mg) relacionou a atividade antibacteriana com a substancia com coloracéo preta no

revelador vanilina sulfarica. A reunido das subfracbes C3F7.8+C3F7.9 (18,2 mg)

apresentou halos menores na bioautografia, provavelmente por ainda conter resquicios da

substancia antibacteriana nessas fragfes, como pOde ser observado através dos

reveladores utilizados (Figura 36).
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Figura 35: CCD em DCM:ACcOEt (7:3) das subfragdes obtidas em coluna cromatografica Flash de C3F7.
A) 365nm; B) 254nm; C) Vanilina sulfurica.
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Figura 36: Bioautografia de subfragdes reunidas de C3F7. A: C3F7.5 + C3F7.6 + C3F7.7; B:
C3F7.8+C3F7.9

As subfracbes C3F7.5+C3F7.6+C3F7.7 apresentaram duas manchas nos
reveladores 254nm e vanilina sulfurica e ambas produziram halos de inibicdo. A fim de
investigar a relacdo das substancias, as fragdes reunidas foram submetidas a extragdo por
CCD. Foram aplicados 5 mg da amostra em placa de CCD, que foi eluida em Hex:AcOEt
3:7 e, posteriormente, as regides nos Rfs correspondentes as duas manchas foram
raspadas e extraidas em CHCI3:MeOH (9:1). Foi observado que a substancia do Rf 0,6,
quando analisada por CCD, continuou a produzir as duas manchas, como na fracdo
anterior. A mancha do Rf 0,2 exibiu absor¢do imperceptivel (Figura 37).

Figura 37: CCD das subfrac¢fes reunidas C3F7.5+C3F7.6+C3F7.7 em Hex:AcOEt 3:7. A= CCD
da amostra; B= CCD das regides extraidas com CHCl3;:MeOH 9:1.

ApoOs estes resultados, as subfraces reunidas C3F7.5+C3F7.6+C3F7.7 foram
designadas como a substancia 4 e foram submetidas a andlises espectroscopicas e

espectrométricas para a elucidagdo quimica. Os espectros de RMNs de tH, 3C, HSQC e
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HMBC podem ser observados no Anexo 4. Os dados experimentais de RMN podem ser

observados na Tabela 13.

Tabela 13: Dados dos deslocamentos quimicos experimentais da substancia 4.

Substancia 4

HSQC HMBC
Posicdo do dc (ppm) oH (ppm); 2JcH 3JcH

C multiplicidade; J (Hz)

C

1 174.00 - 2H-2

18 176.42 - H-5 2H-4-
CH

3 75.98 4.88 (qui, 6.9) 2H-2

5 33.81 2.34 (t,7.5)
CH2

2 39.68 2.86 (dd, 16.5, 6.5)

2.69 (dd, 16.5, 6.3)

4 26.97 2.49 (m), 1.89 (m) H-5

6 24.69 164 (qui, 7.1) 2H-7

7 28.46 2.60-2.50 (m) H-5
8-14 29.71, 29.59, 29.42, 1.36 a.24 (m)

29.38, 29.32, 29.24,
29.06

15 31.90 1.36-1.24 (m) 2H-16 3H-17
16 22.68 1.36-1.24 (m) 3H-17
CHs

17 14.11 0.88 (t, 6.5)

No espectro de RMN *H da amostra foi possivel observar um sinal de tripleto com
5 0,88, caracteristico de metila, o que foi confirmado pelas analises de RMN *3C, HSQC
e DEPT 135. A partir das analises de DEPT 135 e HSQC foi possivel observar a presenca
de diversos H pertencentes a metilenos. O sinal de multipleto aparece na faixa de 4,88
ppm. O grande deslocamento quimico de H nessa faixa deve-se ao efeito de desblindagem
do 4tomo de oxigénio eletronegativo ligado ao mesmo C. Isto é confirmado pelas analises
de HSQC, onde este sinal acopla com o C 675,98, que possui sinal positivo no DEPT 135
e esta em faixa caracteristica de C ligado a um oxigénio. O 1H-1H-COSY revelou
claramente a interagdo do H-3 (6 H 4.88) com os 2H-2 (6 H 2.86 ¢ 2.69). Outras interagdes
podem ser observadas na Tabela 13. Ainda, no RMN de *C é possivel observar sinais de
C na faixa de & 174-176,4 que estdo ausentes no DEPT, indicando C pertencente ao grupo
carbonila (PAVIA et al., 2010). No espectro de massa full scan na fonte APCI, modo
positivo, foi observado o ion majoritario m/z 311 (Figura 38).
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Figura 38: Espectro de massas full scan em fonte APCI, modo positivo, da substéncia 4 e placa de CCD
eluida em Hex:AcOEt (3:7). A= 365nm; B= 254nm; C= Vanilina sulfdrica.

A partir dos resultados obtidos por RMN 1D e 2D e espectrometria de massas, a
estrutura da substancia 4 foi sugerida como 2-Acido Furanacético, 4-dodeciltetrahidro-
5-0x0-, possuindo em sua estrutura uma lactona (furanona), que séo definidas como

ésteres ciclicos derivada de acido graxo e uma extremidade de acido acético (Figura 39).

Figura 39: Estrutura quimica da substancia da substancia 4.

Diversos trabalhos de plantas do género Aniba identificaram ésteres na sua
composicdo quimica (BARBOSA-FILHO et al., 1987; MARCANO-PACHECO et al.,
2016; ROSSI; YOSHIDA; MAIA, 1997), porém o presente estudo pode ter isolado uma

substancia inédita no género.

5.5 Testes Biologicos das substancias isoladas

Para avaliar o potencial antimicrobiano das substancias obtidas de A. panurensis,

estas foram avaliadas frente a uma ampla gama de micro-organismos. Além da atividade
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antibacteriana, também foram avaliadas atividades antifungica, anti-Plasmodium, anti-

Leishmania e anti-T.cruzi.

5.5.1 Atividade antibacteriana
5.5.1.1 Determinacéo da CIM e CBM

Das quatro substancias avaliadas contra as bactérias, apenas a substancia 4
apresentou atividade antibacteriana, contra B. subtilis, Strept. mutans, Staph. simulans,
Staph. aureus e MRSA, as quais foram suscetiveis a fracdo de origem, a fragdo CHCIs de

galhos de A. panurensis. Os valores de CIM e CBM podem ser observados na Tabela 14.

Tabela 14: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) da
substancia 4 (ug/mL) frente as bactérias B. subtilis, Staph. simulans, Staph. aureus, MRSA e Strep. mutans.

CIM/CBM (pg/mL)

Amostra B. subtilis  Staph. simulans  Staph. aureus MRSA Strep. mutans
Substéncia 4 1257/ - 7,8/31,25 7,8/31,25 7,8/31,25 31,25/31,25
Droga Controle  0,12/0,24 0,06/0,06 0,06/0,12 0,06/0,24 0,06/0,12

Diz-se que a substincia é bacteriostatica se a razdio MBC:MIC > 4, enquanto ¢é
dito bactericida quando MBC:MIC < 2 (KIPRE et al., 2017). A substancia 4 foi
bactericida somente frente a Strep. mutans, com comportamento bacteriostatico contra as

demais linhagens.

Apesar das substancias 2 e 3 estarem em concordancia com a regido dos Rfs que
apresentaram halos nos testes de bioautografia (Figura 40), ambas ndo apresentaram
atividade antibacteriana. Nos trabalhos anteriores de Souza (2014) e Bastos (2015), uma
fracdo, que apresentou majoritariamente a substancia 2 deste trabalho, apresentou alta
atividade antibacteriana, sendo relacionada a atividade a esta substancia. Porém, neste
trabalho a substancia 2 foi obtida de forma mais pura, na forma de cristal, ndo exibindo
atividade. A atividade da substancia 2 nos trabalhos anteriores pode estar relacionada ao

sinergismo desta com outras substancias ainda presentes na amostra.
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Figura 40: Correlacdo dos Rfs com bioatividade da fase em CHCIz com os Rfs das substéncias isoladas,
ambos eluidos em Hex:AcOEt (3:7). A= Bioautografia da fragdo em CHCls; B= Fragdo em CHClz em UV
365 nm; C= Fragdo em CHCIl3 em UV 254 nm; D= Fragdo em CHCl; em Vanilina sulfirica; E=
Substéncias 1, 2, 3 e 4 reveladas em vanilina sulfarica.

A substancia 4, quando eluida em Hex:AcOEt 3:7, possui Rf 0,71, e, no revelador
254 nm, é possivel observar uma outra substancia no Rf 0,53 (Figura 41). Ambos os Rfs
sdo correspondentes aos halos de inibicdo da fase em CHCIs. Ainda, as CIMs desta
substancia foram semelhantes as CIMs obtidas do extrato e fracdo dos quais foi oriunda.
Isso indica que a substancia 4 pode ser o principal principio ativo antibacteriano
responsavel pela boa atividade tanto da fase CHCIs quanto do extrato de galhos.

I

Figura 41: Correlacéo dos Rfs com bioatividade da fase em CHCI3; com os Rfs da substancia 4, ambos
eluidos em Hex:AcOEt (3:7) por duas vezes. A= Bioautografia da fase em CHCls; B= Fase em CHCIl3 em
UV 254 nm; C= Fase em CHCI3 em Vanilina sulfarica; D = Substancia 4 revelada em UV 254nm; E=
Substancia 4 revelada em vanilina sulfurica.
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O resultado obtido pela substancia 4, que possui uma furanona em sua estrutura,
vai de acordo com diversos estudos que investigaram a atividade antibacteriana de
estruturas semelhantes. Barbosa et al. (2010) identificaram a atividade antibacteriana de
diversos derivados de furanona contra B. cereus, E. coli e Staph. aureus na concentragdo
de 100 pg/mL. Wu et al. (2004) identificou a atividade antibacteriana de diversos
analogos de furanonas contra P. aeruginosa. Sharafutdinov et al. (2017) identificaram o
efeito antimicrobiano de uma furanona contra biofilmes de Staph. aureus e MRSA. Kofie,
Fetse e Adosraku (2019), investigando a atividade antibacteriana de varios ésteres,
sugeriram ainda que enzimas hidroliticas podem entdo hidrolisar o composto para re-
gerar acidos, que também podem inibir o crescimento do micro-organismo. A boa
atividade exibida pela substancia 4 torna a molécula um potencial candidato para estudos

futuros de atividade antibacteriana.

A substancia antibacteriana que foi isolada neste trabalho teve inibicdo especifica
para bactérias gram positivas, incluindo trés linhagens estafilocécicas e Strep. mutans.
Estima-se que linhagens de Staph. aureus tenham desenvolvido a capacidade de adquirir
resisténcia a todas as classes de agentes antimicrobianos, sendo um problema
significativo para a saude mundial (KRISHNA et al., 2019) . Atualmente, MRSA ¢é o
patdgeno mais comum identificado em infeccdes hospitalares em todo 0 mundo e esta
associada ao aumento das taxas de morbidade e mortalidade e aos custos do tratamento
(KONG et al., 2018). Strep. mutans, por sua vez, é o principal agente etioldgico da cérie
dentaria, na qual os antibidticos utilizados no tratamento tém se tornado cada vez menos
eficazes por conta do surgimento de resisténcia. O uso frequente e excessivo tem levado
a resisténcia além de efeitos colaterais graves (MALYAVANTAM; SHARMA;
PRAKASH, 2019). Portanto, a descoberta de novas moléculas antimicrobianas contra

bactérias Gram-positivas, especialmente MRSA, ¢ altamente relevante nos dias atuais.

5.5.1.2 Curva de tempo-morte

Pelo bom potencial antibacteriano exibido pela substancia 4, foi realizado teste de
curva de morte desta substancia contra as bactérias Staph. aureus, MRSA e Strep. mutans.
A atividade antibacteriana em funcdo da dose e do tempo frente as bactérias pode ser

observada na Figura 42.
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Figura 42: Curva de tempo-morte da substancia 4 frente as bactérias Staph. aureus (A), MRSA (B) e

Strep. mutans (C). CIM : Concentracéo Inibitéria Minima.
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A substéncia antibacteriana apresentou efeito bactericida contra Staph. aureus
apenas na concentracao de 4,0xCIM, conforme ja tinha sido exposto pelo teste de CBM,
no intervalo de 12 h. A concentragdo de 1,0xCIM apenas inibiu o crescimento da
populacdo bacteriana. O aumento na concentracdo em 2,0xCIM ndo exibiu efeito no
aumento da atividade. Na subconcentracdo 0,5xCIM, a inibicdo do crescimento

bacteriano foi mantida até o intervalo de 9 h.

Na curva contra a linhagem MRSA, assim como na curva contra Staph. aureus, a
substancia 4 apenas inibiu o crescimento bacteriano na sua CIM, apresentando reducéo
<1 log de morte bacteriana. A amostra na concentragdo em 0,5xCIM mostrou atividade
bacteriostatica até o periodo de 6 h, apds isso perdendo a atividade. O aumento na
atividade antibacteriana na concentracao de 2,0xCIM foi observado a partir do periodo
de 9 h, com reducdo > 3 log na populagdo microbiana. No mesmo intervalo de tempo foi

observado o efeito bactericida na concentracdo de 4,0xCIM.

Como pode ser visto na curva da substancia 4 contra Strep. mutans, quando a
concentracdo da substancia foi de 1,0 x CIM, ela apresentou efeito bactericida por volta
das 6 h. A acdo bactericida foi obtida mais rapidamente com o aumento da concentragdo
da droga, com as amostras em 2,0xCIM e 4,0xCIM alcangando a morte de todas as
bactérias ja no primeiro intervalo de tempo analisado. Na concentracdo 0,5xCIM a
atividade foi bacteriostatica até o periodo de 3h.

Estudos de time-kill s&o importantes porque informacGes abrangentes sobre a
farmacodindmica da atividade antibacteriana da substancia podem ndo ser obtidas através
do ensaio de CIM. Este ensaio possibilita a quantificacdo da diminuicéo do crescimento
bacteriano em funcdo do tempo e da concentracdo do farmaco (OSUNTOKUN et al.,
2019). Os resultados obtidos neste ensaio mostraram que a substancia 4 teve a atividade
bactericida influenciada pela concentragéo dela.

5.5.1.3 Analises por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e
Transmisséo (MET)

Com o objetivo de verificar as alteraces celulares ocasionadas pela substancia
isolada nas células microbianas testadas, as células bacterianas tratadas com a substancia

foram analisadas por MEV e MET.

Nas micrografias foi possivel observar que as células ndo tratadas de Staph.

aureus exibiram uma aparéncia de superficie celular lisa, com a parede celular e
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membrana intactas (Figura 43.A, 43.B, 43.E). Nas analises de MEV, as células tratadas
com a substancia antimicrobiana mostraram o aparecimento de estruturas semelhantes a
bolhas ou depositos e uma abundancia aumentada de detritos extracelulares (Figuras 43.C
e 43.D). Nas micrografias de MET, as bactérias tratadas com o antimicrobiano exibiram
membranas citoplasmaticas parcialmente separadas da parede celular, resultando em
grandes vacuolos, além de condensacdo e encolhimento do citoplasma (Figuras 43.F,
43.G, 43.H).

Figure 43: Micrografias de MEV (A,B,C,D) e MET (E,F,G,H) de Staphylococcus aureus tratadas com a
substancia 4 de Aniba panurensis. Controle (A,B ,E) e células tratadas com a substancia 4 (C,D,F,G,H).
Bar =5 um (B,D), 2 um (C), 1 um (A), 200 nm (E,F), 100 nm (G,H).

Na linhagem MRSA (Figura 44), pdde-se observar em MEV que a exposi¢do a
substancia resultou no rompimento da parede bacteriana, resultando em extravasamento
de conteldo citoplasmatico, além de detritos extracelulares em sua superficie (Figuras
44.C e 44.D), enquanto as células ndo tratadas apresentaram formato liso e redondo
(Figuras 44.A e 44.B). As andlises de MET mostraram células-controle com paredes
celulares lisas e bem definidas (Figura 44.E), enquanto nas células microbianas tratadas
foi possivel observar deformidades na morfologia celular, com a desintegracao da parede
celular, possivel alvo primario de acdo do antimicrobiano, além de extensa lesdo a
membrana celular (Figuras 44.F, 44.G e 44.H).
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Figure 44: Micrografias de MEV (A,B,C,D) e MET (E,F,G,H) de MRSA tratadas com a substancia 4 de
Aniba panurensis. Controle (A,B,E) e células tratadas com a substéncia 4 (C,D,F,G,H). Bar =5 um (B), 2
um (A,C,D), 100 nm (E,G,H), 50 nm (F).

As células tratadas de Strep. mutans (Figura 45) exibiram varias alteracGes quando
comparadas ao controle. Nas micrografias de MEV, observa-se as células tratadas com
superficies celulares rugosas e enrugadas, células deformadas, aparéncia encolhida e
superficie alterada, além de lise celular e restos de células mortas (Figuras 45.C e 45.D).
Nas analises de MET foram observadas, principalmente, separacdo parcial da parede
celular e citoplasma (Figura 45.F), desintegracdo da parede celular, extravasamento de
contetdo citoplasmatico (Figura 45.G) e perda de material celular eletrodenso (Figura
45.H).

i,

Figure 45: Micrografias de MEV (A,B,C,D) e MET (E,F,G,H) de Streptococus mutans tratadas com a
substancia 4 de Aniba panurensis. Controle (A,B,E) e células tratadas com a substancia 4 (C,D,F,G,H).
Bar =5 um (B), 1 um (A,C,D), 200 nm (E,H), 100 nm (F), 50 nm (G).
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As micrografias de MEV e MET mostraram que a substancia atua, principalmente,
na separacdo do citoplasma da parede celular em Staph. aureus. Isso deve ocorrer por
conta do carater lipofilico da molécula. Staph. aureus foi a Gnica entre as trés linhagens

estudadas onde ndo foi observada a ocorréncia de lise celular.

Os resultados de MRSA e Strep. mutans indicam que a estrutura da parede celular
e a membrana plasmatica foram afetadas pela substancia isolada nestas bactérias,
resultando na perda de contetdo celular. Na linhagem MRSA, ficou evidente a
deformacéo e desintegracdo da parede celular, e, consequentemente, posterior dano a
membrana plasmaética, com lise celular e extravasamento de contetdo citoplasmatico. O
principal mecanismo de antibioticos que atuam na parede celular é a inibi¢do da sintese
do peptideoglicano (Silva-Duarte et al., 2019), indicando que a substancia isolada possa
estar interferindo neste processo. As diferentes alteragfes observadas em Strep. mutans
indicam que a substancia isolada tem diferentes alvos celulares nesta linhagem. Neste
estudo, descobrimos que a substancia 4 tem capacidade de deformar tanto as membranas
celulares quanto provocar a deformacdo e ruptura da estrutura da parede celular.
AlteracOes similares foram observadas no tratamento de bactérias Staph. aureus com
cinamaldeido, um fenilpropanoide, e os mecanismos foram atribuidos a habilidade de
hidrocarbonos interagirem com estruturas hidrofébicas e as suas propriedades lipofilicas
(SHEN et al., 2015). Além disso, a atividade antimicrobiana da substancia pode ser
potencializada pela presenca de acido acético em sua estrutura. Sabe-se que o acido
acetico tem sido utilizado ha milénios como antisseptico e que estudos relatam sua
atividade antibacteriana e antifingica (RYSSEL et al., 2009; GUIMARAES et al., 2018).
S&o necessarios estudos adicionais, incluindo analises de MEV e MET desta substancia
em diferentes concentracdes e intervalos de tempo, para a elucidacdo de todos o0s

mecanismos possiveis de atuacéo frente as bactérias estudadas.

5.5.2 Atividade antifungica

As substancias obtidas da fase CHCIs de galhos de A. panurensis também foram
testadas contra os fungos dermatdéfitos T. rubrum, T. mentagrophytes e M. gypseum, e
também contra a levedura C. albicans. As substancias 1 e 4 exibiram boa atividade contra
T. rubrum, com CIM de 62,5 e 7,8 pg/mL, respectivamente. Ambas também exibiram
moderada atividade contra C. albicans (Tabela 15).
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Tabela 15: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) das
substancias dos galhos de A. panurensis.

CIM/CFM (pg/mL)

Amostra T. rubrum T. mentagrophytes M. gypseum C. albicans
Substéncia 1 62,5/125 - - 500 / 500
Substéncia 4 7,8/15,6 - - 125/ 250

Droga Controle 19/19 1,9/3,9 15,6 /15,6 7,8131,25

A classe da substancia 1, as estirilpironas, exibiram atividade fungitoxica contra
Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum no trabalho de Telascrea et al.
(2005), sendo o aumento da atividade relacionado conforme menor cadeia lateral da
molécula. O mesmo foi observado no trabalho de Malebo et al. (2014), com duas
estirilpironas exibindo fraca a moderada atividade frente a C. albicans. A estirilpirona
mais ativa do trabalho de Telascrea et al. (2005), uma estirilpirona ja isolada de A.
panurensis, a goniotalamina, (REZENDE et al., 2015), também obteve bons resultados
contra fungos de diversas linhagens de Candida (MARTINS et al., 2009). Ndo foram
encontrados na literatura relatos da atividade de estirilpironas contra T. rubrum.
Considerando os diversos estudos de plantas do género Aniba, que relataram a producéo
de estirilpironas, trabalhos bioguiados em plantas do género devem ser realizados para a
investigacdo de moléculas que possam ser usadas no desenvolvimento de novos

antifungicos.

No que se refere a estrutura quimica da substancia 4, além do potencial antifangico
do &cido acético ja relatado anteriormente (GUIMARAES et al., 2018), ha diversos
estudos na literatura investigando o potencial antifingico de furanonas, estrutura também
presente na substancia. Pour et al. (2000, 2001,2003) investigaram a atividade antifungica
de diversos analogos de 3-Phenyl-5-methyl-2H,5H-furan-2-one, com algumas estruturas
apresentando CIM de < 7,8 pg/mL contra Candida spp. e fungos filamentosos, inclusive
T. mentagrophytes. Feng et al. (2015) investigou atividade antifingica de quatro ésteres
de acido graxo contra T. rubrum, que mostraram CIMs de 64 pg/mL. Os dados da
literatura sugerem a relacdo da funcéo éster e desse tipo de estrutura de lactona com a

atividade antifingica, instigando estudos de semissintese com esse tipo de molécula.

T. rubrum é o fungo mais frequente em casos clinicos de micoses (PERES et al.,

2010), enquanto C. albicans ¢é o principal patdégeno responsavel pelas candidiases, que
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em infeccdes sistémicas pode levar a morte (MAYER; WILSON; HUBE, 2013). Diversos
mecanismos de resisténcia aos antifingicos ja foram identificados em dermatoéfitos e
especialmente C.albicans, que tem chamado a atencdo dos profissionais de salde nos
Gltimos anos (EMAM; EL-SALAM, 2016; OLIVEIRA et al., 2016). Isto torna relevante
os resultados obtidos pelas substancias 1 e 4, no que se refere a busca de novas moléculas

na natureza para o desenvolvimento de antifungicos.

5.5.3 Atividade antiparasitaria contra P. falciparum, T.cruzi e L. amazonensis

Nos testes antiparasitarios, frente aos parasitos P. falciparum, T. cruzi e L.

amazonensis, o0s resultados podem ser observados na Tabela 16.

Na atividade antiplasmddica, a substancia 1 apresentou o melhor resultado, com
Clso de 3,2 ug/mL (14 uM). A substancia 2, 3 e 4 apresentaram Clso de 36,16 pg/mL (132
KUM), 28,32 pg/mL (49 uM) e 33,2 ug/mL (106 uM), respectivamente. As substancias 2,
3 e 4 apresentaram atividade considerada baixa para uma substancia pura, segundo dados

da literatura e quando comparados a droga controle (Clso 0,43 uM).

J& no teste antichagasico, apenas a substancia 4 exibiu atividade contra T. cruzi,
com Clsp de 28,9 pg/mL (92 uM) contra a forma epimastigota e 20,1 pg/mL (64 puM)
contra a forma tripomastigota. Além da baixa atividade, quando considerada a linhagem
de célula utilizada para a obtencdo da forma intracelular nos ensaios, a célula LLCMK 3,
a substéncia 4 nédo apresentou seletividade para o parasito, com CCso de 66,1 UM.
Nenhuma das quatro substancias analisadas apresentou inibicdo contra as formas

parasitarias de L. amazonensis nas concentracdes testadas.

Tabela 16: Valores de Cls (UM) para as substancias isoladas de galhos de A. panurensis testadas contra P.
falciparum.

Clso (M)
Amostra Ensaio P. _falmparum _ _Ensalo T. cru2|_ _
Esquizonte Epimastigota Tripomastigota

Substéncia 1 14 - -

Substancia 2 >100 - -

Substéncia 3 49 - -

Substancia 4 >100 92 64,4
Droga controle 0,43 12,3 10,1
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A atividade antimalarica das estirilpironas, classe quimica da substancia 1, tem
sido relatada em alguns estudos (ZOHDI et al., 2017; McCRACKEN et al. 2012;
LEKPHROM; KANOKMEDHAKUL; KANOKMEDHAKUL, 2009). Os resultados
obtidos vdo de encontro ao ja relatado na literatura no que se refere ao potencial anti-

Plasmodium de estirilpironas.

Assim como para a atividade antimalarica, as estirilpironas também ja foram
relatadas possuir propriedades anti-Trypanosoma (BARTLETT et al., 2013; YADAYV et
al., 2013). As substancias 1, 2 e 3 deste trabalho j& foram relatadas exibir fraca atividade
contra T.cruzi e L. donovani (McCRACKEN et al., 2012). Apesar dos resultados pouco
promissores obtidos no presente estudo, Fernandes (2017) identificou alta atividade de
uma fracdo do extrato etanolico de galhos de A. panurensis contra a forma tripomastigota
de T. cruzi, com Clso de 5 pg/mL. Um estudo fitoquimico bioguiado da espécie deve ser
conduzido para investigar a atividade dos metabdlitos secundarios desta planta frente a
este parasito.

5.5.4 Teste de citotoxicidade frente a linhagem celular VERO

As plantas sintetizam substdncias toxicas que as protegem contra insetos,
infeccdes e herbivoros, mas também podem afetar outros organismos, inclusive humanos.
Assim, o teste de citotoxicidade € importante para avaliar a seguranca das amostras no
uso medicinal, a fim de verificar se a concentra¢ao necessaria para o efeito antimicrobiano
causa toxicidade indesejada para células sadias (ABDUL et al., 2014). O ensaio de
citotoxicidade neste estudo foi conduzido para avaliar a viabilidade das substéncias frente

a uma linhagem celular ndo tumoral.

As substancias foram avaliadas quanto a sua citotoxicidade frente a células
VERO, linhagem celular ndo tumoral recomendada internacionalmente para testes de
citotoxicidade (I1SO, 2009). Os resultados da concentracdo citotoxica das substancias em

50% das células (CCso) podem ser observados na Tabela 17.
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Tabela 17: Valores de CCs das substéncias obtidas de galhos de A. panurensis frente a linhagem VERO.

Amostra CCso (Hg/mL)

Substancia 1 -
Substancia 2 -
Substancia 3 -

Substancia 4 148

(-): ndo exibiram citotoxicidade

As substancias 1, 2 e 3 ndo promoveram morte celular em nenhuma das
concentracOes testadas. A substancia 4, que exibiu alto potencial antibacteriano e
antifungico (CIM 7,8 pg/mL), obteve CCso de 148 pg/mL. Os resultados obtidos
utilizando esta linhagem celular mostraram que os indices de CCsp das amostras com
potencial antimicrobiano sdo muito superiores as concentracBes necessarias para a
respectiva atividade antimicrobiana, indicando maior toxicidade para 0s micro-
organismos que para células de mamifero e, consequentemente, uma viabilidade provavel

do uso dessas amostras para fins medicinais.
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6 CONCLUSOES

- Dentre as trés espécies estudadas, a espécie A. panurensis exibiu os melhores resultados,
revelando-se uma potencial fonte de metabdlitos secundarios com atividades bioldgicas

e instigando estudos bioguiados da espécie.

- No presente estudo, os metabdlitos com potencial antibacteriano e antiplasmodico da
espécie A. panurensis possuem natureza menos polar, como mostrado pelas fases Hex e
CHCls.

- Os ensaios de bioautografia com bactérias estafilococicas levaram ao isolamento da
substancia 4, 2-Acido Furanacético, 4-dodeciltetrahidro-5-oxo, que obteve as mesmas
CIMs da fase e extrato dos quais foi oriunda, reforcando o bom custo-beneficio desta

metodologia.

- A substancia 1 (5,6 dehidrokawaina) exibiu bom potencial antimalarico, enquanto a
substancia 4 exibiu bom potencial contra bactérias gram positivas de importancia clinica,
como Staph. aureus, MRSA e Strep. mutans. Ambas também exibiram potencial

antifngico contra o fungo dermatofito T. rubrum.

- A substancia 4, na sua CIM, é bacteriostatica contra Staph. aureus e MRSA, e
bactericida contra Strep. mutans. A acdo bactericida contra Staph. aureus e MRSA ¢

dependente da concentracdo da amostra.

- Em analises de MEV e MET sobre as bactérias Staph. aureus, MRSA e Strep. mutans,
a substancia 4 exibiu diferentes modos de acdo para cada bactéria analisada. Foi possivel
observar atuacdo na separacdo da parede celular do citoplasma Staph. aureus,
desintegracao da parede celular de MRSA, e diversas alteracGes em Strep. mutans, como
membranas citoplasmaticas parcialmente separadas da parede celular, desintegracéo da
estrutura da parede celular e extravasamento de contetdo celular com perda de material
eletrodenso. Mais estudos investigando aspectos mecanisticos da substancia 4 devem ser

realizados para a elucidacdo de seus mecanismos de acéo.
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- No teste de citotoxicidade contra células VERO, as substancias 1 e 4 exibiram

seletividade as células microbianas suscetiveis.
- A atividade antimicrobiana exibida pelas substancias 1 e 4 fornecem importantes

informacdes para estudos futuros que abordem o desenvolvimento de novas alternativas

terapéuticas antimicrobianas.
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ANEXOS

1. Dados de deslocamentos quimicos experimentais de RMN de 'H, 3C e HMBC da
substancia 1 (SILVA, 2018).

Dados experimentais
(500 MHz, CDCl3)

Posicdo do C dc (ppm) oH (ppm); HMBC

multiplicidade; oH (ppm)

J (H2)

2 163,9 - 5,50; 6,59
3 88,8 5,50; d; 2,2 5,95
4 171,0 - 3,83; 5,50, 5,95
5 101,3 5,95;d; 2,2 5,50; 6,59
6 158,6 - 5,95; 6,59; 7,50
7 118,6 6,59; d; 16,0 7,51; 5,95
8 135,8 7,50; m 6,59; 7,39; 7,50
9 135,2 - 7,39
10e 14 1274 7,50; m 7,50; 7,36
12 1294 7,36; m 7,50
11e13 128,9 7,36; m 7,39
OMe 55,9 3,83;s -

2. Dados de deslocamentos quimicos experimentais de RMN de tH, 3C e HMBC da
substéancia 2 (SILVA, 2018).

Dados experimentais
(500 MHz, CDCI3)

Posicdo do C oc (ppm) oH (ppm); HMBC

multiplicidade; oH (ppm)

J (Hz)
2 164,1 - 5,47, 6,40
3 88,5 5,47;d; 2,2 3,82; 5,89
4 171,1 - 3,82;5,47; 5,89
5 100,7 5,89; d; 2,2 3,82; 5,47; 6,40;
6 158,8 - 5,89; 6,40, 7,41,
7 116,8 6,40; d; 15,9 5,89; 7,41
8 135,5 7,41;d; 15,9 6,40, 6,97, 7,01
9 129,7 - 6,40; 6,81, 7,41
10 105,9 7,01;d;1,6 6,81; 6,97, 7,41,
11 148,9 - 5,99; 6,81; 6,97,
7,01
12 148,3 - 5,99; 6,81, 6,97;
7,01

13 108,6 6,81;d; 8,0 6,97; 7,01
14 123,5 6,97;dd; 8,0; 1,6 6,81;7,01; 7,41
OMe 55,9 3,82;s -
OCH:20 101,4 5,99;s -
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3. Dados de deslocamentos quimicos experimentais de RMN de tH, 3C e HMBC da
substancia 3 (SILVA, 2018).

Dados Experimentais
(500 MHz, CDCI3)

Posi¢do do C oc (ppm) &+ (ppm); HMBC 6+ (ppm)
multiplicidade; J (Hz)

2 163,6 - 5,34

3 88,6 5,34;d; 2,2 3,72;5,91

4 170,6 - 3,72; 5,34; 5,91,

5 102,8 5,91;d;2,.2 3,72; 5,34

6 158,6 - 5,91, 4,07; 4,31; 3,58

7 55,3 4,07; d; 10,8 4,31; 3,58; 5,91, 6,49

8 39,1 4,31;1;,10,2 4,07; 3,58; 5,30

9 128,3 - 4,31; 3,58; 4,07;

10 110,9 6,8, m -

11 148,7 - 3,87

12 149,2 - 3,94

13 111,3 6,8; m 4,31

14 119,1 6,8; m 4,31

2’ 164,7 - 5,30; 3,58

3 91,6 5,30s 3,34; 3,58;

4 170,2 - 3,34; 5,30; 3,58; 4,31

5 45,9 3,58;d; 10,1 5,30; 3,34; 4,31; 4,07;
6,49

6’ 79,4 - 3,58; 4,31, 4,07; 5,30;

5,91; 6,49; 6,86;

7 1225 6,49; d; 15,8 4,07

8 130,9 6,86; d;15,8 6,49; 7,00; 6,93

9 129,0 - 6,49; 6,86

10° 108,8 7,00;d;1,9 6,83; 6,93

11’ 148,9 - -

12° 149,3 - 6,93; 7,00

13’ 1111 6,8; m -

14° 120,3 6,93; dd; 8,3; 1,9 6,86; 7,00

OMe 56,0 (C-12); 55,94 (C- 3,88 (C-127); 3,98 (C- -

11°, C-11 e C-12); 55;91
(C4); 55,6 (C4")

11°); 3,94 (C-12); 3,87
(C-11); 3,72 (C-4):
3,34 (C-4")
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4. Espectros de RMN da substancia 4.

a) Visao geral do espectro de RMN de 1H da substancia 4.
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b) Viséo geral do espectro de RMN de 13C da substéncia 4.
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¢) Mapa de contornos de HSQC da substancia 4.
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d) Mapa de contornos de HMBC da substancia 4.
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e) Mapa de contornos de COSY da substancia 4.
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